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"Proteines a prions et leurs utilisations" 

Les prions sont des agents transmissibles non conventionnels 
responsables d' encephalites subaigues spongif ormes . Les 
maladies associees -a ces agents ont ete appelees maladies a 
prions/ en reference a une proteine appelee proteine a prion 
5 (PrP) . 

Les maladies a Prions sont des maladies neurodegeneratives 
fatales conuae les maladies de Creutzf eld- Jacob (CJD) , . de 
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) , 1'insomnie fatale 
10 familiale (FFI) et la maladie de Kuru chez les humains ; 
1' encephalite spongiforme bovine (BSE) et la scrapie du mouton 
chez les animaux . 

Les maladies a prions peuvent etre infectieuses (maladie de 
13 Kuru, maladie de Creutzfeldt- Jakob iatrogenique (CJD) , BSE) , 
sporadiques (maladie de Creutzfeldt- Jakob (CJD) ) et genetiques 
(Creutzfeldt- Jakob familial (CJD familial) , maladie de 
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) , insomnie familiale 
fatale (FFI) . 

20 - CJD familial : dans cette maladie, une mutation de la PrP 
est liee a un variant familial heterozygote (codon 129 
Met/Val) . Un melange de forme sauvage et mutee existe 
(Silvestini MC et al . , Nat Med 1997 3 : 521). L' heterogeneite 
phenotypique de la maladie de Creutzfeldt- Jakob (sCJD) est 

25 bien documentee mais il n' y a pas encore de classification 
systematique des variants de la maladie (Parchi P et al . , Ann 
Neurol 1999 46 : 224) . 

- GSS est un clesordre herite rare du a differentes mutations 
dans le gene humain PrP qui code pour la PrP et qui se 
30 manifeste, entre autre, par la mutation d' un acide amine 
P102L (Manson et al w Embo J 1999 18 : 6855). La maladie est 
caracterisee par 1' accumulation de depots abondants d' une 
proteine anormale PrP S(: dans la substance grise du cejveau. 

l 
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~ L'insomnie familiale fatale est un autre desordre du a la 
mutation du codon 17 8 du gene PrP (Keohane C, Clin Exp Pathol 
1999, 47 : 125) . Le codon 129 est specialement implique dans 
5 la susceptibility a cette maladie. Des essais ont ete realises 
pour correler la neuropathologie avec le genotype du codon 129 
et le type de PrP pour etablir une classification moleculaire 
(Mikol J, BiomedPharmacother 1999, 53 : 19) . 

i() Toutes ces maladies resultent en une degenerescence 
progressive du cerveau entrainant la mort . Les principales 
caracteristiques des maladies a prions sont : 1' astrocytose, 
la perte neuronale, la spongiose et la gliose de fagon 
inconstante, la presence de plaques de fibrilles amyloldes et 

15 differents depots d' anticorps anti-PrP. 

La proteine PrP humaine est codee par un seul gene localise 
sur le chromosome 20 et est presente chez de nombreux 
vertebres et invertebres . 32 sequences de PrP ont ete decrites 

20 (Kutznetsov IB et al . , Febs Lett 1997, 412 : 429 ; Kaluz S et 
al-, Gene 1997 199 : 283) . La PrP est composee de 253 acides 
amines avec des repetitions N-terminales et deux sites 
potentiels de glycosylation . La proteine humaine mature est 
une proteine hydrophobe constitute des residus d' acides amines 

25 23 a 231 et a un poids moleculaire apparent de 19 a 33-35 
kDa. La structure tridimensionnelle de la proteine PrP normale 
cellulaire recombinante (acides amines 23-230) est composee 
d'un domaine globulaire (residus 125-228) et d'une queue N- 
terminale flexible ; le domaine globulaire contient 3 helices 

30 a et un court feuillet (3 anti-parallele (Zahn R et al . , PNAS 
2000 97 : 145) . Les helices a ont certaines proprietes 
d' hydrophobicite, de distribution de charges qui les rendent 
uniques parmi les helices alpha generalement rencontrees 
Malgre d' intenses recherches ces trois dernieres decennies, 

35 aucun acide nucleique n^a ete trouve dans les prions, ce qui 
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tend a penser qu' il s'agit d' agents differents des virus et 
des viroides. La glycoproteine est presente dans differentes 
cellules, et est en particulier exprimee constitutivement a la 
surface des neurones (Sakaguchi S et al . , Nature 1996 380 : 

5 523), des cellules gliales, des cellules f olliculaires 
dendritiques (Brown KL et al . , Nat Med 1999, 5 : 1308). Elle 
est attachee a la membrane cellulaire par une sequence 
d' ancrage glycosylphosphatidylinositole . Des observations 
suggerent 1' existence de glycof ormes de PrP specif iques de 

K) type cellulaire qui peuvent determiner la susceptibilite 
cellulaire de 1' infection par 1' agent du prion (Dodelet VC et 
al., Blood 1998, 91 : 1556) . 

Plusieurs etudes suggerent que la proteine PrP peut adopter 

15 deux conformations stables, la conformation dite " normal e " 
(PrP°) sensible aux proteases qui peut etre recyclee et 
degradee, et une forme dite " anormale " (PrP sc ) partiellement 
resistante a la proteinase K. II n'y a aucune difference de 
sequences primaire et secondaire entre les proteines PrP c et 

2() PrP"' : (Dormont D, Rev Neurol 1998, 154 : 142 ; Riek R et al . , 
PNAS 1998, 95 : 116 67). Par contre, el les auraient des 
structures tertiaires differentes. La conformation native et 
normale de PrP° est composee d'un domaine N-terminal pauvrement 
structure avec des helices a en C~terminal tandis que la 

25 conformation anormale PrP 3C est composee de f euillets p a la 
place d' helices a. La sequence 121-231 de PrP sc contient deux 
feuillets J3 antiparalleles et 3 helices a. Ce domaine contient 
la plupart des mutations ponctuelles qui ont ete liees a 
1' apparition de maladies familiales a prions (Riek R et al . , 

30 Nature 1996, 382 : 180) . Grace a sa structure en feuillets (3, 
la proteine PrP sc presente la capacite de former des depots 
d/agregats f ibrillaires , .cette structure etant acquise avant 
la formation de multimeres . Le modele de (3-nucleation propose 
que la PrP sc s' organise en agregats avec un core hydrophile qui 
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consiste en un arrangement des composants . de I'helice a de 
type feuillets (3 (Morrissey MP et al . , PNAS 1999, 96 :11293). 
D' une fagon generale, les proteines qui possedent dans leur 
structure des elements , repetitifs peuvent adopter. des 

5 conformations riches en feuillets |3 . ; d' ou des mutations 
proteiques qui induisent ces elements repetitifs entrainent un 
changement de structure proteique qui peut aboutir a la 
formation d'agregats (Liu JJ et al . , Nature 1999 400 : 573). 
Les proteines PrP sr ' peuvent s'agreger mais egalement se fixer a 

it) la PrP c . Cette fixation selective supporte l'idee que PrP c sert 
de ligand critique et/ou de recepteur pour PrP sc et inversement 
(Horiuchi M et al . , Embo J 1999, 18 : 3193). 



La proteine anormale PrP sc pourrait se former a partir de la 

L5 forme normale PrP c , grace a un processus de trans-conformation 
(Liautard JP, J Soc Biol 1999, 193 : 311 ; Brockes JP, Curr 
Opin Neurobiol 1999, 9 :571). Mais ce qui initie cette 
conversion reste inexplique. II existe differents facteurs qui 
influencent et/ou favorisent cette conversion. Les structures 

20 primaire et secondaire de la proteine pourraient par exemple 
influencer la conversion avec la presence ou 1' absence de 
mutations et la conservation du pont disulfure (C178-C213) qui 
stabilise la conformation de la proteine en reliant les 
helices a C-terminales, respectivement (Herrmann LM et al . , 

25 Neuroreport 1998, 9 : 2457 ; Chen SG et al . , Nat Med 1997 3 : 
1009) . Toute mutation touchant ce pont disulfure entraine des 
anomalies severes du routage intracellulaire de la proteine 
(Yanai A. et al . , Febbs Lett 1999 460 :11). La topologie et 
les conditions de glycosylation de la proteine acquises dans 

3() le reticulum endoplasmique pourraient egalement etre 
impliquees dans un phenomene de neurodegeneration (Ma J et 
al., Nat Cell Biol 1999, 1 :358 ; Hegde RS et al . , Science 
1998, 279 : 827) . La regulation de la topologie de la PrP dans 
le reticulum endoplasmique se fait grace a des facteurs trans 
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qui peuvent fonctionner cormxie XN Molecular Switch " pour donner 
aux proteines des conformations differentes avec des 
consequences f onctionnelles differentes (Hegde RS et al . , Mol 
Cell 1998 2 :85). Les facteurs trans peuvent etre des 

5 lipides et/ou des enzymes. Les sphingolipides et. .surtout la 
sphingomyeline jouent un role essentiel dans les mecanismes 
post-traductionnels de la PrP qui conduisent a la PrP sc / le 
• taux de PrP sc semble etre inversement correle a celui des 
sphingomyelines (Naslavsky N et al., J Biol Chem 1999 274 : 

10 20763 / Morillas M. et al . , J Biol Chem 1999, 274 : 36859). 
Les enzymes, entre autres, la N-acetylglucosaminyltransf erase 
III (GnTIII) presentent des differences d'activite enzymatique 
vis-a-vis de la proteine PrP c dans le reticulum endoplasmique, 
entrainant la formation de PrP 3C . Dans les cellules dans 

15 lesquelles les proteines PrP S(J seraient produites, la 
machinerie intracellulaire de glycosylation serait perturbee 
(Rudd PM et al . , PNAS 1999 96 : 13044). 



La proteine cellulaire normale PrP est hautement conservee 

20 chez les vertebres et invertebres mais son role physiologique 
et/ou pathologique est encore inconnu. Etant donne son 
caractere ubiquitaire dans le regne animal, son role 
pathologique est extremement difficile a caracteriser et a 
mettre en evidence. A travers la bibliographie, de nombreuses 

25 fonctions sont discutees, mais sans qu' aucune ne soit vraiment 
demontree ni ait de pertinence biologique par rapport a une 
pathologie. On peut emettre par exemple l'hypothese que la 
perte de fonction normale de la proteine contribue au 
developpement d'une pathologie, bien que cela n' ait jamais ete 

30 demontre. De meme, la fonction biologique de Pr.P c reste 
inconnue. II a ete decrit que PrP 30 possede une neurotoxicity 
ex vivo pour des neurones et des cellules de la microglie en 
culture. La sequence en acides amines qui possedd la toxicite 
optimale correspond a AGA?iAAGA ; elle est necessaire mais non 

35 suffisante pour induire la neurotoxicite, et necessaire pour 
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se fixer aux neurones (Brown DR, Mol Cell neuroxci 2000 15 : 
66), Ce peptide induit l'apoptose neuronale a travers 
differents mecanismes, notamment en augmentant le flux de 
calcium (Brown DR et al • , Eur J Neuroxci' 1997 9 : 1162 ; Herms 
JW et al./ Glia 1997 21 : 253). 

Les fonctions physiologiques et pathologiques des proteines 
PrP*' et PrP sc etant inconnues , les mecanismes des maladies 
elites a prions restent done encore une enigme pour la 
communaute scientif ique . 

11 est admis aujourd'hui que les maladies associees a la PrP 
resultent directement de 1' accumulation d' une forme anormale 
de la proteine dans le tissu nerveux et particulierement dans 
le cerveau (Griffith JS Nature 1967, 215 : 1043, Prusiner SB 
Biochemistry 1982, 21 : 6942) . La neurodegeneresence necessite 
le depot de l'isoforme anormale de la proteine PrP sc . Certaines 
mutations heritees semblent causer egalement la 
neurodegenerescence en absence de 1' isoforme anormale, en 
favorisant la synthese d' une forme transmembranaire de PrP 
(CtmPrP) dont la cinetique d' accumulation est tres etroitement 
liee a 1' evolution de la maladie (Hegde RS et al . , Nature 1999 
402 : 822) . Differents groupes ayant produit des souris 
n' exprimant pas de PrP ont apporte des preuves experimentales 
qui indiquent que les souris ne developpent jamais la maladie 
apres injection d' extraits de cerveaux de malades ou la PrP sc 
s' accumule et qu' il faut une expression prealable et/ou 
presence de PrP sc dans le cerveau (Borchelt DR et al . , Chem 
Biol 1996, 3 : 619) . 

La transmission des maladies a prions peut etre genetique 
et/ou infectieuse. Dans le cadre d'une transmission 
inf ectieuse, le mecanisme de propagation dans le Cerveau n' est 
pas clair. Les maladies sont probablement transmises par voie 
orale ou par d' autres voies peripheriques . II est admis que 
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les prions sont transmissibles (Prusiner SB, PNAS 1998 95 : 
13363),. sont presents sur des sites peripheriques et peuvent 
etre transporters jusqu'aux cellules des tissus nerveux 
(neurones et cellules de la microglie) (Aguzzi A et al . , Cell 
5 Mol Life Sci 1997 53 : 485) par propagation hematogene ou par 
propagation neuronale, ou transport axonal (Peurin JM et al . , 
Neuroreport 1999 10 ; 723 ; Baker CA et al . J. Virol. 1999 
73 :5089 ; Rodolfo K et ah, Neuroreport. 1999, 10 : 3639 ; 
Race R et al., J Virol 2000 74 :828 ; Ma et al . Nat ; Med. 
J0 1998, 4 : 1429) . 



Certains auteurs pensent que la maladie se transmet par la PrP 
seule. lis sont convaincus que 1' agent pathogene infectieux 
est une PrP anormale qui penetre dans le cerveau sain et 

15 pourrait se fixer a la PrP normale et modifier sa forme ou 
pourrait activer des enzymes qui modifient la structure de la 
PrP. Ainsi, la PrP sc serait dite infectieuse par elle-meme. Le 
cerveau qui n' a pas de PrP c ne serait pas endornmage par une 
PrP ; *' : exogene (Brandner S et al . , Nature 1996 379 : 339). Mais 

20 d' autres chercheurs estiment que cette hypothese est peu 
plausible et que 1 9 acquisition de la resistance aux proteases 
par la PrP n'est pas suffisante pour expliquer la propagation 
de 1' infection (Dormont J. et al . , Science 1998 ; Hill AF et 
al., J Gen Virol 1999, 8*0 : 11) car il existe des souches 

25 differentes de prions probablement genetiques et il n' a jamais 
ete demontre que les proteines pouvaient etre des supports 
cV information genetique. 

D' autres equipes emettent 1' hypothese que les maladies 
30 associees a la PrP pourraient necessiter la presence d' autres 
facteurs (Manuelidis L Ann NY Acad Sci 1994, 724 : 259, 
Manuelidis L PNAS 1995, 92 : 5124) . Ces equipes travaillant 
sur le sujet ont evoque la participation de particules 
retrovirales de type IAP dans la transmissibilite des maladies 
35 a prions, mais d' une part 1 ' utilisation des modeles animaux a 
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contribue a mettre en cause des contaminations et d' autre 

part, un role de ces elements n'a jamais pu etre demontre et 
encore moins explique 

5 Les presents inventeurs ont maintenant montre de maniere 
surprenante que la PrP (PrP c ou PrP sc ) , d'origine humaine ou 
animale etait capable de se fixer a des acides nucleiques 
(ADN, (ADNc ou ADN genomique) ou ARN (ARNm ou tARN) ) , de 
preference viraux ou retroviraux, mais egalement a elle-meme 

10 ou a la proteine de nucleocapside d' un retrovirus humain ou 
animal, et qu' elle possede toutes les proprietes des proteines 
de la nucleocapside des retrovirus, qui se fixent aux acides 
nucleiques viraux, Les proteines de la nucleocapside des 
retrovirus sont des molecules chaperonnes qui assurent les 

15 fonctions essentielles dans la formation des virus, la 
transcription inverse du genome retroviral et sa stabilite 
(Darlix JL et al. J . Mol . Biol., (1995) 254 :523). 

Plus precisement, la PrP (PrP° ou PrP GC ) , est capable de se 
20 fixer aux ARNs (de transfert, de structure) , en particulier 
aux ARNs viraux ou retroviraux et egalement aux ADNs simple et 
double brin(s) ainsi qu ' aux ADNc et a la nucleocapside. 

Les inventeurs ont montre notamment que la PrP. humaine (huPrP) 
25 interagit fortement avec les ARN et ADN en formant des 
complexes nucleoproteiques , qui ressemblent aux complexes 
formes entre la proteine de la nucleocapside NCp7 de HIV-1 et 
1 ' ADN de HIV-1 (Darlix JL et al. J. Mol. Biol., (1995) 
254 :523 ; Darlix JL et al . Acad. Sci. Ill (1993) 316 :763 ; 
30 Braat C et al . Embo . J. (1989) 8 : 3279). 

Pour examiner la signification biologique de ces complexes PrP 
acides nucleiques, les inventeurs ont compare les 
consequences de cette fixation avec celles de ' la fixation 
entre acides nucleiques et NCp7, qui est essentielle pour la 
35 replication retrovirale (Darlix JL et al . J Mol Biol 1995, 
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254 : 523) . Comme la proteine de la nucleocapside de HIV-1 
(NCp7) : 

- huPrP, en se fixant aux ARNs, facilite la dimerisation de 
1 f ARN de HIV et 1' hybridation du tARN amorce au site 

5 d' initiation de la transcription inverse (PBS) / 

- huPrP chaperonne les transferts de brins d'ADN raoins ( - ) et 
plus ( + ) qui out lieu pendant la synthese de l'ADN proviral 
par la transcriptase inverse (RT) et qui sont essentiels pour 
generer les " Long Terminal Repeat " (LTR) de l'ADN proviral ; 

10 - huPrP se fixe a la nucleocapside NCp7 de HIV-1. 

Ces resultats suggerent qu' au moins une des fonctions majeures 
de la PrP est de se fixer aux acides nucleiques viraux et 
d' agir comme une nucleocapside retrovirale, comme montre par 
les inventeurs, et qu'une des fonctions naturelles de la PrP 

15 est liee au metabolisme des acides nucleiques. 

Les inventeurs ont mis en evidence que les proprietes de 
fixation aux acides nucleiques et de chaperonne de la PrP sont 
peu alterees par un traitement a la chaleur. En particulier, 
ces proprietes sont conservees apres chauffage a environ 95°C 

20 pendant 2 a 5 rain. Une grande resistance a pH basique, 
notamment a un pH de 13,. a egalement ete observee. 
En parallele, les inventeurs ont montre la presence de huPrP 
dans des virions hautement purifies de HIV-1, de SIV, du virus 
de la rougeole, produits in vitro par des cellules infectees 

25 ou in vivo dans des tissus. La presence de cette proteine dans 
les particules virales suggere que la proteine est encapsidee 
dans les particules. Les inventeurs ont formule et verifie 
cette hypothese en montrant qu'une PrP, exprimee dans des 
cellules infectees par un retrovirus est encapsidee dans les 

30 nouvelles particules retrovirales formees en interagissant 
avec la nucleocapside ou l 7 acide nucleique retroviral. Ainsi, 
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les nouvelles particules retrovirales formees peuvent infecter 
a leur tour d' autres cellules, d'un meme organisme ou d' un 
organisme different, et liberer la PrP dans la cellule 
nouvellement infectee, assurant la transmission d'une 
infection. II est en effet admis que la PrP et, 
pref erentiellement la PrP sc , est 1' agent responsable des 
maladies a prions, lorsqu'elle est presente dans un tissu 
humain ou animal et peut convertir la PrP c en PrP sc . Les 
travaux des inventeurs montrent que la PrP, est vehiculee par 
une particule retrovirale et apportent une explication 
nouvelle, coherente et innovante a la transmissibilite ou 
transmission des proteines PrP, et done des maladies a prions. 

Les inventeurs ont montre que la surexpression de PrP dans 
differentes lignees cellulaires conduit a une forte 
attenuation de la production de virions et de 1' inf ectivite 
retrovirale, en particulier des retrovirus HIV et SIV produits 
par les cellules desdites lignees cellulaires. 

Ces resultats suggerent au mo ins qu'une autre des fonctions 
majeures de huPrP est d' interf erer avec la replication et 
1' inf ectivite des retrovirus. Ainsi, PrP peut etre consideree 
eomme un systeme de defense de I 7 organisme contre toute 
infection retrovirale . 

Aussi, la presente invention a pour objet une PrP (PrP c ou 
PrP*'-*) isolee, humaine ou animale, capable de se fixer un acide 
nucleique (ADN ou ARN) , en particulier viral, et de preference 
retroviral, tel que a 1' ARN ou a 1' ARN des retrovirus HIV-1 
(groupe M, groupe 0, groupe non M non 0) , HIV-2, les virus 
enveloppes, tel que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, 
les Filovirus et les Paramyxovirus. 

L ! invention a notamment pour objet les formes de huPrP de 19 
kDa correspondant a huPrP (27-30) et de 10 kDa correspondant 

10 
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a ax residus 100 a 200. Elle vise en particulier des proteines 
correspondant a la partie N-terminale non structuree cle ces 
proteines, allant de la position 23 a 145 sur la sequence 
cionnee sur la figure 8 . 
5 Selon un autre aspect, l 1 invention vise des analogues de Ncp7 
caracterises en ce qu T il s 1 agit d'une PrP isolee, ou de ses 
fragments comme defini plus haut . 

En se fixant aux acides nucleiques (ARNs viraux) la PrP 
d' origine humaine ou animale facilite la dimerisation de 1'ARN 

10 viral et 1' hybridation du tARN amorce au site d' initiation de 
la transcription inverse (PBS) ; dirige les transferts des 
brins ADN (-) et ADN ( + ) qui ont lieu pendant la synthese de 
l'ADN proviral par la transcriptase inverse et qui sont 
essentiels pour generer les LTRs du provirus . 

15 L' invention a done egalement pour objet les complexes 
nucleoproteiques isoles, comprenant une PrP (PrP c ou . PrP sc ) 
humaine ou animale associee a de l'ADN ou a de l'ARN, en 
particulier viral, et de preference de retrovirus humains ou 
animaux . 

20 Les invent eurs ont egalement montre que PrP (PrP c ou PrP sc ) 
etait capable de se fixer a une proteine de nucleocapside 
retrovirale. 1/ invention a done aussi pour objet une proteine 
a prion (PrP c ou PrP 3C ) , humaine ou animale, capable de se 
fixer a elle-meme ou a une proteine de nucleocapside d'un 

25 retrovirus humain ou animal, en particulier a la nucleocapside 
NCp7 du retrovirus HIV-1 et les complexes proteiques isoles 
ainsi formes • 

L' invention concerne egalement 1' utilisation d' une PrP (PrP c ou 
PrP Sl " modifiee, e'est a dire modifiee de fagon a ce qu' elle 

30 n'induise pas une maladie dite a prions), ou d'un fragment 
d' au moins une desdites proteines comme agent antiviral, 
eventuellement en interaction avec un ligand susceptible de se 
fixer a ladite PrP ou a ses fragments pour favoriser son 
activite anti-virale, en particulier une proteine ou .un 

35 polypeptide (telle que la PrP elle-meme ou une proteine 
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susceptible de s'associer a la PrP ou un fragment desdites 
proteines ou encore un anticorps dirige contre un virus) , un 
acide nucleique (en particulier un acide nucleique viral et de 
preference retroviral) , une molecule chimique ou une drogue, 
5 en particulier un agent anti-viral, tel que 1'A.Z.T (Azido 
Deoxythymidine) , D.D.I (DiDeoxylnosine) , D.D.C 

( DiDeoxyiCytosine) , un ■ vecteur, c' est a dire un complexe 
macromoleculaire permettant de delivrer une substance 
therapeutiquement active, tel qu'un liposome, un vecteur viral 

J() et toutes autres molecules susceptibles d' agir comme agent 
anti-viral ; ainsi que 1 ' utilisation d'un acide nucleique 
codant pour au moins un fragment d' au moins une desdites 
proteines designees ci-dessus par le terme generique PrP, 
comme agent anti-viral, ainsi que les compositions 

15 therapeutiques et/ou prophylactiques comprenant, entre autres, 
un desdits agents anti-viraux precites . Dans ces compositions 
therapeutiques et/ou prophylactiques, 1 T agent anti-viral, 
utilise en quantite therapeutiquement efficace, est 
eventuellement avec un adjuvant et/ou un diluant et/ou un 

20 excipient et/ou un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Par vehicule pharmaceutiquement acceptable, on entend les 
supports et vehicules administrables a 1 f etre humain ou a un 
animal, tels que decrits par exemple dans Remington's 
Pharmaceutical Sciences 16th ed., Mack Publishing Co. 

25 Le vehicule pharmaceutiquement acceptable est de preference 
isotonique, hypotonique ou presente une faible hypertonicite 
et a une force ionique relativement basse. Les definitions des 
excipients et adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont 
egalement donnees dans Remington T s Pharmaceutical Sciences 

30 precite 

II en est de meme pour les autres compositions therapeutiques 
et/ou prophylactiques selon 1 T invention . En effet, les 
inventeurs ont montre que la surexpression d'une PrP humaine 
recombinante, dans differentes lignees cellulaires infectees 
35 par le virus HIV ou par le virus SIV avait comme consequence 



WO 01/83747 PCT/FR01/01336 

line diminution de la production de particules retrovirales et 
line forte attenuation de 1 ' inf ectivite des particules virales 
in vitro au sein de ces cultures. 

On entend par PrP, dans la description et les revendications 
") toute molecule normale ou pathologique, mutee ou non, de 
conformation physiologique ou non / appartenant a la famille 
des proteines a prions, de quelque origine que ce soit, cette 
definition incluant les proteines qui presentent un 
pourcentage d'homologie ou d' identite par rapport a une 

l() sequence proteique de reference donnee des lors qu f elles 
possedent les proprietes de fixation aux acides nucleiques et 
a une proteine de nucleocapside, telles que mises en evidence 
clans les exemples . Les definitions de la PrP (PrP c et PrP sc ) 
incluent les proteines naturelles purifiees, les proteines 

15 recombinantes, les polypeptides de synthese, ou des fragments 
desdites proteines dans la mesure ou ils presentent les 
proprietes rappelees plus haut, ces proteines ou fragments de 
proteines etant obtenus par des techniques conventionnelles 
bien connues de l'homme du metier. Entrent notaroment dans ces 

20 fragments, les formes de 19 et 10 kDa evoquees ci-dessus et le 
domaine N-terminal lesdites proteines et fragments, Les 
sequences desdites proteines PrP (PrP° et PrP so ) d' origine 
humaine ou animale sont repertoriees sur la figure 8, ainsi 
que les sequences nucleiques codant pour lesdites proteines. 

25 Ces proteines comprises dans une composition therapeutique 
seront ensuite administrees in vivo a l'homme ou a 1' animal 
pour se fixer a des acides nucleiques viraux, comme decrit 
precedemment, et ainsi diminuer la production de particules 
virales infectieuses et abaisser 1' inf ectivite desdites 

30 particules retrovirales. 

L' invention concerne done une composition therapeutique et/ou 
prophylactique qui comprend, entre autres, (i) une cassette 
d' expression f onctionnelle dans une cellule ' issue d r un 
organisme procaryote ou eucaryote permettant 1' expression de 

35 l'ADN ou de l r ARN ou d' un fragment d'ADN ou d'ARN, codant pour 
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tout ou partie d'une proteine PrP"' J ou PrP s " modifiee et, 
eventuellement permettant 1' expression de l'ADN ou de l'ARN, 
ou d'un fragment d'ADN ou d'ARN, codant pour tout ou partie 
d'un ligand de ladite PrP c ou PrP*'" modifiee, place sous le 
5 controle des elements necessaires a son expression ; (ii) un 
vecteur comprenant une telle cassette d' expression ou (iii) 
une cellule issue d'un organisme procaryote ou eucaryote 
comprenant une cassette d' expression ou un vecteur, tels que 
def inis ci-dessus . 
K) De nombreuses cassettes d' expression pour la production de 
proteines d' interet dans des cellules procaryotes ou 
eucaryotes sont decrites dans la litterature, en particulier 
dans des cellules eucaryotes. D'une maniere generale, une 
region promotrice est localisee dans la region flanquante 5' 
15 des genes et comprend le jeu d' elements necessaires a la 
transcription du fragment d'ADN place sous leur controle . Une 
region promotrice peut egalement consister en un assemblage 
d' elements de diverses origines qui sont fonctionnels dans la 
cellule hote, tels que, par exemple, une region promotrice 
20 minimale comprenant la M TATA box " et le site d' initiation de 
la transcription et les regions localisees en amont de 
la "TATA box " qui permettent d'obtenir un niveau de 
transcription approprie. 

Par cellule issue d'un organisme eucaryote, on entend 
notamment les cellules issues de levures (par exemple issues 
de Schizosaccharomyces pombe ou de Saccharomyces cerevisiae) , 
les cellules souches humaines ou induites, les cellules HeLa, 
les cellules 293, les cellules COS, les cellules Vero et les 
cellules CHO. 

L' invention concerne aussi une cassette d f expression 
f onctionnelle dans un vecteur viral fonctionnel pour 
transduire des cellules d'un organisme eucaryote permettant 
1' expression de l'ADN ou de l'ARN, ou d'un fragment d'ADN ou 
d'ARN, codant pour tout ou partie d'une proteine PrP° ou PrP sc 

14 
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modifiee, place sous le controle des elements necessaires a 
son expression et permettant la replication d r un acide 
nucleique viral recombinant, en particulier retroviral, tel 
que les acides nucleiques des virus HIV-1 de groupe M, de 
5 groupe O, de groupe non M non O, du virus HIV-2, du SIV, des 
virus enveloppes tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus ; un vecteur 
comprenant ladite cassette d' expression ; une cellule 
trans f orruee, issue d'un organisme procaryote ou eucaryote, 

10 comprenant une cassette d' expression et de replication ou un 
vecteur, tels que definis ci-dessus ; lesdites cellules etant 
notamment choisies parmi les cellules eucaryotes 293, les 
cellules HeLa et HeLa P4, les cellules souches humaines ou 
animales ; ainsi qu'une composition therapeutique et/ou 

15 prophylactique, comprenant, entre autres, une telle cellule 
transf ormee, un tel vecteur ou une cassette d' expression telle 
que definie ci-dessus ; ainsi que leurs utilisations comme 
agents anti-viraux . 

La resistance a la chaleur des proprietes de fixation aux 
20 acides nucleiques et de chaperonne de la PrP, telle qu'evoquee 
ci-dessus, est avantageusement raise a profit, conf ormement a 
1 1 invention, dans des tests de detection de PrP, realises sur 
un echantillon biologique humain ou animal, tel qu'un fluide 
biologique, une cellule ou un fragment tissulaire, qu T on 
25 soumet a un traitement thermique aux fins de denaturation d'au 
moins la majeure partie des proteines de 1 1 echantillon et on 
recupere la PrP qui, comme indiquee plus haut, resiste a un 
tel traitement. 

30 Un autre objet de 1' invention est un precede de detection 
et/ou de quantification d' une infection par un virus, en 
particulier un retrovirus humain ou animal, selon lequel : 
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(i) on preleve un echantillon biologique humain ou animal, tel 
qu'un fluide biologique, une cellule ou un fragment 
tissulaire, 

5 (ii) on detecte une PrP c ou PrP s '" dans ledit echantillon 
biologique, sous forme libre ou associee a de l'ADN ou de 
1 ' ARN , de preference viral et en particulier retroviral, ou 
associee a une proteine de nucleocapside d'un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 de HIV-1, 

10 

(iii) on detecte ladite PrP c ou PrP* c de l'etape (ii), et 

(iv) si souhaite on quantifie la concentration de ladite PrP c 
ou PrP sc de l'etape (ii) par rapport a une concentration de 

L3 reference. 

Selon ce procede on detecte et eventuellement quantifie ladite 
PrP ,: ' ou PrP sc sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de 
1'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, ou 

20 associee a une proteine de nucleocapside retrovirale et en 
particulier a la nucleocapside NCp7 de HIV-1, a l'aide d' au 
moins un ligand, en particulier un anticorps et de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre au moins un premier 
epitope de ladite PrP c ou PrP' 5C sous forme libre ou dirige 

25 contre au moins un premier epitope de ladite PrP c ou PrP sc 
associee a de l'ADN ou a de 1' ARN, de preference viral ou 
retroviral, ou associee a une proteine de nucleocapside 
retrovirale, en particulier la nucleocapside NCp7 du 
retrovirus HIV-1. Eventuellement, on utilise un deuxieme 

30 anticorps, de preference un anticorps monoclonal dirige contre 
un deuxieme epitope, different dudit premier epitope, de 
ladite PrP° ou PrP s '" sous forme libre ou associee. 



En effet, au cours d'une infection virale ou retrovirale, la 
35 PrP exprimee ou surexprimee peut non seulement se fixer a des 
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acides nucleiques viraux ou retroviraux mais egalement a des 
acides nucleiques cellulaires . 



Le procede est de preference un procede dit de type sandwich, 
5 utilisant deux anticorps polyclonaux ou deux anticorps 
monoclonaux ou un anticorps polyclonal et un anticorps 
monoclonal, de preference deux anticorps monoclonaux, dont 
l'un est fixe sur une phase solide (anticorps de capture) et 
dont 1' autre est marque par tout marqueur approprie (anticorps 

H) de detection) . Le premier et deuxieme anticorps tels que 
definis ci-dessus sont indif f eremment un anticorps de capture 
ou de detection. Par ailleurs, par premier et deuxieme 
anticorps on englobe egalement les fragments d r anticorps et 
les anticorps anti-complexe specifiques du complexe 

15 proteine/proteine de nucleocapside, du complexe proteine/acide 
nuclei que et diriges contre ce complexe. 

L' invention concerne aussi un kit pour la detection et/ou la 
quantification d'une infection par un virus, en particulier un 

20 retrovirus humain ou animal, caracterise en ce qu' il comprend, 
entre autres, au moins un ligand, en particulier un anticorps 
et de preference un anticorps monoclonal dirige contre au 
moins un premier epitope de ladite PrP c ou PrP i3C sous forme 
libre ou dirige contre au moins un premier epitope de ladite 

25 PrP c ou PrP sc associee a de l'ADN ou a de 1 ' ARN, de preference 
viral, en particulier retroviral ou associee a une proteine de 
nucleocapside retrovirale, en particulier a la nucleocapside 
NCp7 de HIV-1, et eventuellement un deuxieme anticorps, de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre un deuxieme 

3() epitope, different dudit premier epitope, de ladite PrP c ou 
PrP £: " sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de l'ARN 
viral, en particulier retroviral, ou associee a une proteine 
de nucleocapside retrovirale, en particulier a la 
nucleocapside NCp7 de HIV-1. Les anticorps du kit repondent 

35 aux definition donnees ci-dessus pour le procede. 
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La production d' anticorps polyclonaux et monoclonaux fait 
partie des connaissances generales de l'homme du metier. On 
peut citer a titre de reference Kohler G. et Milstein C. 

5 (1975) : Continuous culture of fused cells secreting antibody 
of predefined specificity, Nature 256 : 495-497 et Galfre G. et 
al. (1977) Nature, 266 : 522-550 pour la production d r anticorps 
monoclonaux et Roda A, , Bolelli G • F, : Production of high-titer 
antibody to bile acids, Journal of Steroid Biochemistry, Vol. 

i() i3 / p p 449-454 (1980) pour la production d' anticorps 
polyclonaux. Des anticorps peuvent egalement etre produits par 
immunisation de souris ou de lapins avec les particules virales 
de HBVm. Pour la production d' anticorps monoclonaux, 
l r iitimunogene peut etre couple a de l'hemocyanine de Lymphet 

i:> Keyhole (peptide KLH) comme support pour 1' immunisation ou a de 
r albumine serique (peptide SA) . Les animaux sont soumis a une 
injection d' immunogene en utilisant de 1' adjuvant complet de 
Freund. Les serums et les surnageants de culture d'hybridome 
issus des animaux immunises sont analyses pour leur specificite 

20 et leur selectivity en utilisant des techniques classiques, 
telles que par exemple des tests ELISA ou de Western Blot. Les 
hybridomes produisant les anticorps les plus specifiques et les 
plus sensibles sont selectionnes . Des anticorps monoclonaux 
peuvent egalement etre produits in vitro par culture cellulaire 

25 des hybridomes produits ou par recuperation de liquide 
d'ascite, apres injection intraperitoneal des hybridomes chez 
la souris. Quelque soit le mode de production, en surnageant ou 
en ascite, les anticorps sont ensuite purifies. Les methodes de 
purification utilisees sont essentiellement la filtration sur 

30 gel echangeur d' ions et la chromatographie d' exclusion ou la 
chromatographic d' af finite (proteine A ou G) . Un nombre 
suffisant d' anticorps sont cribles dans des tests fonctionnels 
pour identifier les anticorps les plus perf ormants . La 
production in vitro d' anticorps, de fragments d ; anticorps ou de 
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derives d' anticorps, tels que des anticorps chimeres produits 
par genie genetique est bien connue de l'homme du metier. 



Plus particulierement , par fragment d' anticorps on entend les 
5 fragments F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et al . , 1997, Journal 
of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird et al . , 1988, Science 
242 : 423-426) d' un anticorps natif et par derive on entend, 
entre autres, un derive chimerique d' un anticorps natif (voir 
par exemple Arakawa et al . , 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et 
10 Chaudray et al . , 1989, Nature 339 : 394-397), tel qu'un 
anticorps humanise . 

L' anticorps monoclonal ou polyclonal, ou fragment desdits 
anticorps, ainsi obtenu est utilise dans un procede de 
15 diagnostic ou est incorpore dans une composition ou kit de 
diagnostique . 

1/ invention concerne encore des particules virales isolees, en 
particulier des particules d' un retrovirus humain ou animal, 
20 tel que le virus HIV-1 de groupe M, de groupe O, de groupe non 
M non O, le virus HIV-2, le virus SIV, les virus enveloppes, 
tels que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les 
Filovirus et les Paramyxovirus, et comprenant une proteine PrP c 
ou une proteine PrP sc , telle que definie precedemment . 

25 

Un autre objet de 1' invention est un procede de detection 
et/ou de quantification d' une maladie a prions selon lequel : 

(i) on preleve un echantillon biologique humain ou animal, tel 
30 qu'un fluide biologique, une cellule ou un fragment 

tissulaire, 

(ii) on isole ou extrait et purifie des particules virales, en 
particulier retrovirales, a partir dudit echantillon 

35 biologique, 
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(iii) on lyse lesdites particules virales de fagon a obtenir 
tin lysat, et 

5 (iv) on detecte une PrP, de preference la PrP sc , dans ledit 
lysat, sous forme libre ou associee a de 1 ' ADN ou de l'ARN 
viral, en particulier retroviral, ou associee a une proteine 
de nucleocapside retrovirale, en particulier la nucleocapside 
MCp7 de HIV-1, et 

K) 

(v) si souhaite, on quantifie ladite PrP, de preference ladite 
PrP s ' : ' sous forme libre ou associee ; lesdites particules 
virales repondant a la definition donnee precedemment . 

15 Selon ce procede, on detecte et eventuellement quantifie 
ladite PrP sc sous forme libre ou associee a de 1' ADN ou a de 
l'ARN viral, en particulier retroviral, ou associee a une 
proteine de nucleocapside retrovirale, en particulier a la 
nucleocapside retrovirale de HIV-1, a l'aide d'au moins un 

20 ligand, en particulier un anticorps et de preference un 
anticorps monoclonal dirige contre au moins un premier epitope 
de ladite PrP®' 3 sous forme libre ou dirige contre au moins un 
premier epitope de ladite PrP c ou PrP sc associee a de 1 ' ADN ou 
a de l'ARN viral, en particulier retroviral ou associee a une 

25 proteine de nucleocapside retrovirale, en particulier a la 
nucleocapside retrovirale de HIV-1 et, eventuellement on 
utilise un deuxieme anticorps, de preference un anticorps 
monoclonal dirige contre un deuxieme epitope retroviral, 
different dudit premier epitope, de ladite PrP sc sous forme 

30 libre ou associee. 

De preference, le procede est un procede dit de type sandwich 
utilisant deux anticorps soit polyclonaux, soit ' monoclonaux, 
soit un anticorps monoclonal et un anticorps polyclonal. 

3:> 
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Un kit pour la detection d'une maladie a prions, comprendra, 
entre autres, au moins un ligand, en particulier un anticorps 
et de preference un anticorps monoclonal dirige contre au 
moins un premier epitope d'une PrP sc sous forme libre ou dirige 
contre au moins un premier epitope de ladite PrP sc associee a 
de l'ADN ou a de 1'ARN, en particulier viral et de preference 
retroviral ou associee a une proteine de nucleocapside 
retrovirale, en particulier a la nucleocapside retrovirale de 
HIV-1 et eventuellement un deuxieme anticorps, de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre un deuxieme epitope, 
different dudit premier epitope, de ladite PrP ,J ou PrP sc sous 
forme libre ou associee. 

Les anticorps polyclonaux ou monoclonaux decrits ci-dessus 
repondent a la definition donnee precedemraent pour le procede 
et le kit de detection et/ou de quantification d'une infection 
par un virus et englobent, entres autres, les fragments 
d' anticorps et les anticorps anti-complexe . 

Le procede et le kit de 1' invention peuvent etre utilises, 
entre autres, pour la detection de la PrP sc chez des animaux 
dont les carcasses sont destinees a preparer de 1' alimentation 
pour le betail. 

D'une maniere generale, les procedes de 1' invention pour la 
detection et/ou la quantification d'une infection virale ou la 
mise en evidence d'une maladie a prions utilisent des 
protocoles bien connus de l'homme du metier, tels que les 
tests ELISA, les Western blots, 1' immunofluorescence ou autres 
technologies appropriees , 

1/ invention concerne egalement une composition a usage 
therapeutique et/ou prophylactique, caracterisee en ce qu' elle 
comprend, entre autres, un agent therapeutique capable 
cl r empecher la transmission d'une proteine PrP, de preference 
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PrP ::> ', par une particule virale, en particulier une particule 
retrovirale telle que definie precedemment, eventuellement en 
interaction avec un agent anti-viral, tel qu'une molecule 
chimique, une drogue, un ligand susceptible de se lier a 
5 ladite PrP (de preference PrP sc ) , un acide nucleique, un 
vecteur viral, lesdits agents anti-viraux repondant aux 
definitions donnees precedemment. 

Par transmission ou transmissibilite, on entend la 
10 transmission d'une cellule a une autre cellule d' un meme 
organisme ou d'organismes differents. 

Par ailleurs, 1' invention concerne une composition a usage 
therapeutique et/ou prophylactique qui comprend, entre autres, 

15 un agent therapeutique capable d'empecher 1 ' encapsidation 
d'une proteine PrP (de preference PrP s,J ) dans une particule 
virale, en particulier une particule retrovirale telle que 
definie precedemment ou un agent therapeutique capable 
d' empecher la fixation d'une proteine PrP, eventuellement en 

20 interaction avec un agent anti-viral, tel qu'une molecule 
chimique, une drogue, un ligand susceptible de se lier a 
ladite PrP ( de preference PrP s,: ') , un acide nucleique, un 
vecteur viral ; ceux-ci repondant aux definitions donnees 
precedemment ♦ 

25 

Enfin, 1' invention concerne une composition a usage 
therapeutique et/ou prophylactique qui comprend, entre autres, 
un agent therapeutique capable d' empecher la fixation d'une 
proteine PrP (de preference PrP sc ) a un acide nucleique viral, 

30 en particulier retroviral, eventuellement en interaction avec 
un agent anti-viral, tel qu'une molecule chimique, une drogue, 
un ligand susceptible de se lier a ladite PrP(de preference 
PrP Kr ") , un acide nucleique, un vecteur viral qui repondant aux 
definitions donnees ci-dessus. II est en effet presume que 

35 c'est en se fixant aux acides nucleiques viraux ou a la 
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nucleocapside que la proteine entre ma j ori tairement dans les 
particules virales . 



L' agent therapeutique est, par exemple, une molecule 

:') susceptible de d' empecher 1' encapsidation de la PrP et/ou son 
interaction avec des acides nucleiques, de preference viraux, 
et/ou des nucleoproteines et done d' inhiber ou de reduire la 
transmissibilite de cette proteine associee a une maladie dite 
a prions ; en particulier un ligand capable de se lier a 

10 ladite PrP, de preference PrP sc , en particulier un anticorps 
polyclonal ou monoclonal ou un fragment d' anticorps et de 
preference un anticorps ou fragment d' anticorps monoclonal, ou 
est un acide nucleique codant pour un anticorps polyclonal ou 
monoclonal ou pour un fragment d' anticorps et de preference 

15 pour un anticorps ou un fragment d' anticorps monoclonal, 
eventuellement en association avec un ou des agent (s) anti- 
viraux. La definition d' agent therapeutique comprend egalement 
un acide nucleique ou un vecteur codant pour un ligand, tel 
que defini ci-dessus ou une cellule trans formee ou transduite 

20 par ledit acide nucleique ou vecteur. 

L' agent therapeutique est egalement une molecule anti-virale, 
e'est a dire une molecule chimique, une drogue, une proteine, 
un acide nucleique, un vecteur d' expression contenant un acide 

25 nucleique codant pour une molecule anti-virale, une cellule 
transformer ou transduite par ledit vecteur. Par drogue ou 
molecule chimique on entend notamment les agents anti-viraux, 
tels que l'A.Z.T (Azido Deoxythymidine) , D.D.I 

(DiDeoxylnosine) , D.D.C (DiDeoxyiCytosine) , ainsi que toutes 

30 autres molecules susceptibles d' agir cornrne agent anti-viral. 



L' invention concerne encore une composition a usage 
therapeutique et/ou prophylactique pour le traiteitient et/ou la 
prevention d f une maladie a prions qui comprend une cassette 
33 d r expression f onctionnelle dans un vecteur viral fonctionnel 
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pour transduire des cellules issues cl'un organisme eucaryote 
permettant 1' expression de l'ADN ou d' un fragment d'ADN codant 
pour tout ou partie d'une proteine PrP c ou PrP sc modifiee, place 
sous le controle des elements necessaires a son expression et 

5 permettant la replication d'un acide nuclei que viral, en 
particulier retroviral recombinant, tel que les acides 
nucleiques des virus HIV-1 de groupe M, de groupe O, de groupe 
non M non O, du virus HIV-2, du SIV, des virus enveloppes, 
tels que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les 

K) Filovirus et les Paramyxovirus ou un vecteur comprenant une 
telle cassette d' expression ou une cellule transformee, issue 
d'un organisme eucaryote, comprenant une cassette d' expression 
et de replication ou un vecteur, en particulier une cellule 
choisie parmi les cellules eucaryotes 293, les cellules HeLa 

15 et HeLa P4, les cellules souches humaines ou animal es. 

L' invention concerne 1 ' utilisation d' une composition 
therapeutique et/ou prophylactique telle que definie ci-dessus 
ou d'un agent therapeutique tel que defini precedemment , pour 
20 le traitement et/ou la prevention d'une maladie a prions. 

De telles compositions therapeutique et/ou prophylactique sont 
utilisees pour le traitement ou la prevention d' une maladie a 
prions. Ces compositions se presentent par exemple sous forme 

25 injectable pour etre administrees dans un tissu, un fluide ou 
un organisme porteur de 1' agent responsable de la maladie ou 
etre injectee a titre preventif et 1' invention concerne leur 
utilisation pour le traitement ou la prevention d'une maladie 
a prions. Ces compositions peuvent comprendre de plus un 

30 adjuvant et/ou un diluant et/ou un excipient et/ou un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

Par " vehicule pharmaceutiquement acceptable ", on entend les 
supports et vehicules administrables a l'etre humain ou a un 
35 animal, tels que decrits par exemple dans Remington's 

24 
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Pharmaceutical Sciences 16 th ed., Mack Publishing Co. Le 
vehicule pharmaceutiquement acceptable est de preference 
isotonique, hypotonique ou presente une faible hypertonicite 
et a une force ionique relativement basse. Les definitions des 
5 excipients et adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont 
egalement donnees dans Remington' s Pharmaceutical Sciences 
precite . 

L' invention concerne done aussi un procede pour mettre en 
lo evidence une surexpression de la proteine PrP (PrP c ou PrP sc ) 
et la diminution d'une infection virale in vitro, en 
particulier une infection retrovirale par un retrovirus humain 
ou animal selon lequel : 

15 (i) on transforme une cellule avec un acide nucleique codant 
pour un retrovirus et un acide nucleique codant pour une PrP c 
ou PrP sc d' origine humaine ou animal e/ en particulier un 
plasmide, 

20 (ii) on realise une culture cellulaire de ladite cellule dans 
un milieu de culture approprie, on detecte la production de 
virions dans le surnageant de culture de ladite culture 
cellulaire et, (iii) on correle ladite production de virion 
avec une production de virion effectuee dans les memes 

25 conditions mais en 1' absence de PrP c ou PrP*'". En particulier, 
la cellule est notamment choisie parmi les cellules 293, les 
cellules HeLa et HeLa P4, les cellules souches humaine s ou 
animales, et 1' acide nucleique retroviral est 1' acide 
nucleique d' un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 

30 groupe M, de groupe 0 ou de groupe non M, non O, le virus HIV- 
2, le virus SIV, les virus enveloppes, tels que le virus de la 
rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus. 



V invention concerne aussi un procede de detection et/ou de 
35 quantification de 1' expression d' une proteine PrP r; ou PrP sc et 

25 
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cle 1' expression d' au moins une proteine virale, de preference 
retrovirale et en particulier d'un retrovirus choisi parmi les 
virus HIV-1 de groupe M, de groupe O ou de groupe non M, non 
O, le virus HIV-2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, 

5 le virus CAEV, les virus enveloppes, tels que le virus de la 
rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus, 
selon lequel on utilise au moins un premier ligand, en 
particulier un anticorps et de preference un anticorps 
monoclonal dirige contre au moins un premier epitope de ladite 

10 PrP° ou de ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de 
1'ADN ou a de l'ARN, de preference viral et en particulier 
retroviral, ou associee a une proteine de nucleocapside d'un 
retrovirus, en particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus 
HIV-1, et au moins un deuxieme ligand, en particulier un 

1:1 anticorps et de preference un anticorps monoclonal dirige 
contre au moins un premier epitope d' une proteine virale, de 
preference retrovirale et en particulier d'un retrovirus 
choisi parmi les virus HIV-1 de groupe M, de groupe O ou de 
groupe non M, non 0, le virus HIV-2, le virus SIV, le virus 

2() BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, les virus enveloppes, tels 
que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et 
les Paramyxovirus . 



Dans un mode de realisation particulier on utilise un 
25 troisieme ligand, en particulier un anticorps et de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre au moins un deuxieme 
epitope, different du premier epitope, de ladite PrP c ou de 
ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de 
l'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, ou 
30 associee a une proteine de nucleocapside d'un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et/ou 
au moins un quatrieme ligand, en particulier un anticorps et 
de preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins 
un deuxieme epitope, different du premier epitope d'une 
35 proteine virale, de preference retrovirale et en particulier 
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d/ un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de groupe M, de 
groupe O ou de groupe non M, non O, le virus HIV-2, le virus 
SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, les virus 
enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, 
5 les Filovirus et les Paramyxovirus. 



Un kit pour de detection et/ou de quantification de 
1' expression d' une proteine PrP c ou PrP* c et de 1' expression 
d'au moins une proteine virale, de preference retrovirale et 

jo en particulier d'un retrovirus choisi parrai les virus HIV-1 de 
groupe M, de groupe 0 ou de groupe non M , non O, le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus, comprend au 

15 moins un premier ligand, en particulier un anticorps et de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins un 
premier epitope de ladite PrP c ou de ladite PrP H,J / sous forme 
libre ou associee a de 1'ADN ou a de 1 ' ARN, de preference 
viral et en particulier retroviral, ou associee a une proteine 

20 de nucleocapside d'un retrovirus, en particulier la 
nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et au moins un 
deuxieme ligand, en particulier un anticorps et de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre au moins un premier 
epitope d'une proteine virale, de preference retrovirale et en 

25 particulier d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 
groupe M, de groupe 0 ou de groupe non M, non O, le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et ■ les Paramyxovirus et dans un 

30 mode de realisation prefere comprend egalement un troisieme 
ligand, en particulier un anticorps et de preference un 
anticorps monoclonal dirige contre au moins un deuxieme 
epitope, different du premier epitope, de ladite PrP c ou de 
ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de 

35 1'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, ou 
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associee a une proteine de nucleocapside d' un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et/ou 
au moins un quatrieme ligand, en particulier un anticorps et 
de preference un anticorps monoclonal dirige centre au moins 

5 un deuxieme epitope, different du premier epitope d'une 
proteine virale, de preference retrovirale et en particulier 
d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de groupe M, de 
groupe O ou de groupe non M, non O, le virus HIV-2, le virus 
SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, le virus 

10 BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, les virus enveloppes, tels 
que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et 
les Paramyxovirus . 

Les anticorps precites repondent aux definitions precedentes 
15 et englobent, entre autres, les anticorps anti-complexe . 

Enfin 1' invention a pour objet un procede de traitement 
therapeutique d'une infection virale, selon lequel on 
administre a un etre humain ou a un animal une proteine PrP° ou 

20 PrP i::c telle que definie precedemment comme agent anti-viral ou 
une composition therapeutique consistant en une cassette 
d' expression f onctionnelle desdites proteines ou de leurs 
fragments, ou un vecteur comprenant une telle cassette 
d' expression ou encore une cellule comprenant une telle 

25 cassette d ; expression ou un tel vecteur , ainsi qu'un 
traitement d'une maladie a prions, selon lequel on administre 
1'homme ou a 1' animal une composition comprenant un agent 
therapeutique capable d' empecher la transmission d'une 
proteine PrP(de preference PrP sc ) par une particule virale et 

30 de preference retrovirale, ou une composition comprenant un 
agent therapeutique capable d' empecher 1' encapsidation d'une 
proteine PrP(de preference PrP sc ) dans une particule virale (de 
preference retrovirale) ou une composition capable d' empecher 
la fixation d'une proteine PrP (de preference PrP : ' :r; ) a un acide 
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nucleique viral ou retroviral dans une particule virale ou 
retrovirale . 



Definitions : 

Acides nucleiques : Les molecules ou sequences d' acides 
nucleiques ADN ou ARN consistent en un fragment d'ADN et/ou 
d'ARN, double ou simple brin, lineaire ou circulaire, naturel 
et isole ou de synthese, correspondant a un enchainement 

]() precis de nucleotides, modifies ou non, et permettant de 
definir un fragment ou une region d' un acide nucleique choisi 
dans le groupe consistant en un ADNc ; un ADN genomique / un 
7\DN plasmidique / un ARN messager, Les sequences d' acides 
nucleiques sont deduites de la sequence d r acides amines des 

15 proteines ou de leurs fragments en utilisant le code 
genetique. En raison de la degenerescence du code genetique, 
1' invention englobe egalement des sequences equivalentes ou 
homologues . Ces sequences definies permettent a l'horame de 
1'art de definir lui-meme les molecules adaptees. II peut 

20 ainsi definir et utiliser des molecules decides nucleiques 
complementaires des sequences ADN et/ou ARN codant pour les 
molecules d' interet de l'invention ou de leur(s) f ragments ( s ) . 

Vecteur : Ledit acide nucleique peut comprendre au moins deux 
25 sequences, identiques ou differentes, presentant une activite 
de promoteur transcriptionnel et/ou au moins deux genes, 
identiques ou differents, situes l'un par rapport a l r autre de 
maniere contigue, eloignee, dans le meme sens ou dans le sens 
inverse, pour autant que la fonction de promoteur 
30 transcriptionnel ou la transcription desdits genes ne soit pas 
affectee. Dans ce type de construction d' acide nucleique, il 
est possible d' introduire des sequences nucleiques NN neutres " 
ou introns qui ne nuisent pas a la transcription et sont 
epissees avant l'etape de traduction. De telles sequences et 
35 leurs utilisations sont decrites dans la litterature (voir par 
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exemple la demande de brevet PCT WO 94/29471) . Les acides 
nucleiques utilisables selon la presente invention peuvent 
egalement etre des acides nucleiques modifies de sorte qu' il 
ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome de la 
cellule cible, ou des acides nucleiques stabilises a l'aide 
d r agents, tels que par exemple la spermine, qui en tant que 
tels n'ont pas d'effet sur l'efficacite de la transf ection . 



La sequence d' acide nucleique est de preference une sequence 

H) d'ADN ou ARN nue, c'est a dire libre de tout compose 
facilitant son introduction dans les cellules (transfert de 
sequence d' acide nucleique). Toutefois, afin de favoriser son 
introduction dans les cellules cibles et afin d'obtenir les 
cellules genetiquement . modifiees de 1' invention, cette 

L:"> sequence d' acides nucleiques peut etre sous la forme d'un 
" vecteur ", et plus particulierement sous la forme d'un 
vecteur viral, tel que par exemple un vecteur adenoviral, 
retroviral, un vecteur derive d'un poxvirus, notamment derive 
du virus de la vaccine ou du Modified Virus Ankara (MVA) ou 

2() d'un vecteur non viral tel que, par exemple, un vecteur 
consistant en au mo ins une sequence d' acide nucleique 
complexee ou conjuguee a au moins une molecule ou substance 
porteuse selectionnee parmi le groupe consistant en un 
amphiphile cationique, notamment un lipide cationique, un 

25 polymere cationique ou neutre, un compose polaire pratique 
notamment choisi parmi le propylene glycol, le polyethylene 
glycol, le glycerol, l'ethanol, la 1 -methyl L-2-pyrrolidone ou 
leurs derives, et un compose polaire aprotique notamment 
choisi parmi le dimethylsulf oxide (DMSO) , le diethylsulf oxide, 

30 le di-n-propylsulfoxide, le dimethylsulf one, le sulfonate, la 
diomethylf ormamide, le dimethylacetamide, la tetramethyluree, 
1 ' acetonitrile ou leurs derives. La litterature procure un 
nornbre important d' exemples de tels vecteurs viraux et non 
viraux . 

35 
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De tels vecteurs peuvent en outre et de preference comprendre 
des elements de ciblage pouvant permettre de diriger le 
transfert de sequence d' acide nuclei que vers certains types 
cellulaires ou certains tissus. lis peuvent egalement 
5 permettre de diriger le transfert d'une substance active vers 
certains compartiments intracellulaires preferes tel que le 
noyau, les mitochondries ou les peroxysomes, par exemple. II 
pent en outre s'agir d' elements facilitant la penetration a 
l'interieur de la cellule ou la lyse de compartiments 

H) intracellulaires. De tels elements de ciblage sont largement 
decrits dans la litterature. II peut par exemple s'agir de 
tout ou partie de lectines, de peptides, notamment le peptide 
JTS-1 (voir la demande de brevet PCT WO 94/40958), 
d' oligonucleotides, de lipides, d' hormones, de vitamines, 

15 d' antigenes d'anticorps, de ligands specifiques de recepteurs 
membranaires, de ligands susceptibles de reagir avec un anti- 
ligand, de peptides fusogenes, de peptides de localisation 
nucleaire, ou d'une composition de tels composes. Ces 
sequences d' acides nucleiques et/ou vecteurs permettent de 

2() cibler les cellules soit par utilisation de molecule de 
ciblage introduite dans ou sur le vecteur, comme decrit ci- 
dessus, soit par utilisation d'une propriete particuliere de 
la cellule. 



25 Transformation cellulaire in vitro : Ainsi, dans un cas 
particulier, une cellule peut etre modifiee in vitro par au 
moins (i) une sequence d' acide nucleique ou un fragment d'une 
sequence nucleique ou une association de sequences d' acides 
nucleiques correspondant a des fragments d' acides nucleiques 

30 issus d'un meme gene ou de genes differents, la ou lesdites 
sequences nucleiques etant deduite(s) des sequences d'ADN et 
d'ARN codant pour tout ou partie des molecules d'interet, d'un 
fragment de la molecule, d'une anticorps specif ique de la 
molecule qui sera exprime a la surface de ladite cellule de 

35 mammifere ou secrete par la cellule / par au moins (ii) un 
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vecteur comprenant au moins un acide nucleique coinrae decrit en 
(i) . 



Plus particulierement , ladite cellule est une cellule de 
5 niaramif ere et provient soit du mammifere a traiter, soit d'un 
maramif ere autre que celui a traiter. Dans ce dernier cas, il 
convient de noter que ladite cellule aura subi un traitement 
la rendant compatible avec le mammifere a traiter. Ces 
cellules sont etablies en lignees cellulaires et sont 
lu pref erentiellement CMHII+ ou CMHI1- inductibles, comme les 
lymphocytes, les monocytes, les astrocytes, les 

oligodendrocytes . 

Transformation de cellules in vivo et therapie genique : Des 
15 cellules peuvent etre transformees in vivo apres injection de 
vecteurs comprenant au moins un gene codant pour une molecule 
de 1' invention et/ou pour un agent therapeutique decrit dans 
la presente invention, pour la preparation d'un composition a 
usage therapeutique et/ou prophylactique dite de therapie 
20 genique et ladite composition. Le vecteur comprend au moins 
des elements assurant 1' expression d'un gene in vivo. 

Par elements assurant 1' expression d'un gene in vivo r on fait 
notamment reference aux elements necessaires pour assurer 

25 1' expression dudit gene apres son transfert dans une cellule 
cible. II s'agit notamment des sequences promotrices et/ou des 
sequences de regulation efficaces dans ladite cellule, et 
eventuellement les sequences requises pour permettre 
1 ' expression a la surface des cellules cibles dudit 

30 polypeptide. Le promoteur utilise peut etre un promoteur 
viral, ubiquitaire ou specifique de tissu ou encore un 
promoteur synthetique. A titre d'exemple, on mentionnera les 
promoteurs tels que les promoteurs des virus • RSV (Rous 
Sarcoma Virus) , MPSV, SV4 0 (Simian Virus) , CMV 

3:1 (Cytomegalovirus) ou du virus de la vaccine, les promoteurs du 
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gene codant pour la creatinine kinase musculaire, pour 
l'actine. II est en outre possible de choisir une sequence 
promotrice specif ique d'un type cellulaire donne, ou activable 
clans des conditions def inies . La litterature procure un grand 
nombre d' informations relatives a de telles sequences 
promotrices . 

La composition comprend au moins un vecteur contenant un gene 
codant pour une molecule de 1 7 invention et/ou pour un agent 
therapeutique comme decrit, capable d'etre introduit dans une 
cellule cible in vivo et d' exprimer le gene in vivo . 
L' avantage repose sur la possibility de maintenir sur le long 
terme un niveau basal de molecules exprimees chez le patient 
traite. Des vecteurs ou acides nucleiques comprenant les genes 
qui codent pour les agents therapeutiques sont injectes. Ces 
vecteurs et acides nucleiques doivent etre transporters 
jusqu'aux cellules cibles et transformer ou u transfecter " 
ces cellules dans lesquelles ils doivent etre exprimes in 
vi vo . 

Selon un mode de realisation, on utilise la therapie genique 
de maniere a cibler les cellules . Pour cela, il est evident 
que les cellules a cibler pour la transformation avec un 
vecteur sont, entre autres, les cellules infectees par un 
virus, en particulier un retrovirus, et/ou les cellules 
exprimant la proteine PrP. 

De nombreux outils ont ete developpes pour introduire 
differents genes heterologues et/ou vecteurs dans des 
cellules, en particulier des cellules de mammif eres . Ces 
techniques peuvent etre divisees en deux categories : la 
premiere categorie implique des techniques physiques comme la 
micro-injection, 1' electroporation ou le bombardement de 
particules. La seconde categorie est basee sur 1 1 utilisation 
de techniques en biologie moleculaire et cellulaire avec 
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lesquelles le gene est transfere avec un vecteur biologique ou 
synthetique qui facilite 1' introduction du materiel dans la 
cellule in vivo . Aujourd'hui, les vecteurs les plus efficaces 
sont les vecteurs viraux en particulier les adenoviraux et 
retroviraux. Ces virus possedent des proprietes naturelles 
pour traverser les membranes plasmiques, eviter la degradation 
de leur materiel genetique et introduire leur genome dans le 
noyau de la cellule. Ces virus ont ete largement etudies et 
certains sont deja utilises- experimentalement dans des 
applications humaines en vaccination, en immunotherapie, ou 
pour compenser des deficiences genetiques. Cependant cette 
approche virale a des limitations notamment due a la capacite 
de clonage restreinte dans ces genomes viraux, le risque de 
disseminer les particules virales produites dans l'organisme 
et 1' environnement , le risque de mutagenese artef actuelle par 
insertion dans la cellule hote, dans le cas des retrovirus, et 
la possibility d' induire une forte reponse immune 
inf lammatoire in vivo pendant le traitement, ce qui limite le 
norabre d' injections possibles (Mc Coy et al . , 1995 Human Gene 
Therapy 6 : 1553-1560 ; Yang et al . , 1996 Immunity 1 : 433- 
422). D'autres systemes alternatifs a ces vecteurs viraux 
existent. L' utilisation des methodes non virales comrae par 
exemple la co-precipitation avec le phosphate de calcium, 
1' utilisation de recepteurs qui miment les systemes viraux 
(pour un resume voir Cotten et Wagner 1993, Current Opinionin 
Biotechnology, 4 : 705-710), ou 1' utilisation de polymeres 
comme les polyamidoamines (Haensler et Szoka 1993, 
Bioconjugate Chem 4 : 372-379). D' autres techniques non 
virales sont basees sur 1' utilisation de liposomes dont 
1'efficacite pour 1 ' introduction de macromolecules biologiques 
comme 1'ADN, l'ARN des proteines ou des substances 
pharmaceutiques actives a ete largement decrite dans la 
litterature. Des equipes ont propose 1' utilisation de lipides 
cationiques ayant une forte affinite pour les membranes 
cellulaires et/ou les acides nucleiques. En fait, il a ete 
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montre qu'une molecule d' acide nucleique elle-meme pouvait 
traverser la membrane plasmique de certaines cellules in vivo 
(WO 90/11092), 1'efficacite etant dependant e en particulier de 
la nature polyanionique de 1' acide nucleique. Des 198 9 
5 (Feigner et al . , Nature 337 : 387-388) les lipides cationiques 
ont ete proposes pour faciliter 1' introduction de larges 
molecules anioniques, ce qui neutralise les charges negatives 
de ces molecules et favorise leur introduction dans les 
cellules. Differentes equipes ont developpe de tels lipides 

10 cationiques : le DOTMA (Feigner et al . , 1987, PNAS 84 : 7413- 
7417), le DOGS ou Transfectam™ (Behr et al . , 1989, PNAS 
86 : 6982-6986), le DMRIE et le DOR IE (Feigner et al., 1993 
Methods 5 : 67-75), le DC-CHOL (Gao et Huang 1991, BBRC 179 : 
280-285), le DOTAP™ (McLachlan et al . , 1995 Gene Therapy 2 : 

15 674-622) ou la Lipof ectamine™, et les autres molecules 
decrites dans les brevets WO9116024, W09514651, WO9405624. 
D' autres groupes ont developpe des polymeres cationiques qui 
facilitent le transfert de macromolecules en particulier des 
macromolecules anioniques dans les cellules. Le brevet 

20 W095/24221 decrit 1' utilisation de polymeres dendritiques, le 
document WO96/02655 decrit 1' utilisation du polyethyleneimine 
ou polypropyleneimine et les documents US-A-5, 595, 897 et FR 2 
719 316, 1' utilisation des conjugues polylysine. 

25 En fonction de ce que l'on souhaite obtenir in vivo pour une 
transformation ciblee vers un type cellulaire donne, il est 
evident que le vecteur utilise doit pouvoir etre lui-meme 
u cible "/ comme decrit ci-dessus. 

30 Drogues : Ces substances sont administrees en quantites 
effectives. Les substances peuvent etre de petites molecules 
synthetiques ou naturelles, des derives des proteines 
identifiees dans cette invention, des lipides, des 
glycolipides, des composes chimiques, etc... Les petites 
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molecules peuvent etre criblees et identifiees en grande 
quantite en utilisant des librairies combina toires chimiques. 



Injection : Le materiel biologique defini dans la presente 

5 invention peut etre administre in vivo no bailment sous forme 
injectable. On peut envisager une injection par voie 
epidermique, intraveineuse, intra-arterielle, in tramusculaire, 
intracerebrale par seringue ou tout autre moyen equivalent, et 
selon un autre mode de realisation par administration orale ou 

lo tout autre moyen parf aitement connu de l'homme de l'art et 
applicable a la presente invention. L' administration peut 
avoir lieu en dose unique ou repetee, en une ou plusieurs fois 
apres un certain delai d' intervalle defini. La voie 
d' administration et le dosage les mieux appropries varient en 

15 fonction de differents parametres tels que par exemple 
l'individu ou la maladie a traiter, du stade et/ou de 
1' evolution de la maladie, ou encore de l'acide nucleique 
et/ou de la proteine et/ou du peptide et/ou de la molecule 
et/ou de la cellule a transferer et/ou de 1' organe/tissu 

20 cible. 

Figures : 

La figure 1 montre que huPrP a une activite de molecule 
2:5 chaperonne pour les acides nucleiques. 

Figure 1-A : Des oligonucleotides ADN correspondant aux 
sequences HIV Tar(-I-) et Tar(-) de 57 nucleotides ont ete 
utilisees. L r ADN Tar(-) a ete marque au P J2 et les essais ont 
30 ete realises avec 0.1 pmole des deux ADNs Tar(-i-) et Tar (-) . 
Les acides nucleiques ont ete extraits par protocole phenol- 
choloroforme bien connu de l'homme de l'art et analyses sur un 
gel natif 10%. 
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La piste 1 correspond au controle de la reaction d' hybridation 
a 65 °C pendant 3 0 minutes ; 



- la piste 2 correspond a la reaction d' hybridation a 37 °C ; 

5 

- les pistes 3 a 7 correspondent a 1 9 hybridation dirigee par 
NcP7 ; 

- les pistes 8 a 12 correspondent a 1 9 hybridation dirigee par 
1() huPrP 

Les nombres indiquent les rapports moleculaires entre proteine 
et nucleotide de 1 :192 a 1 :24. La fleche horizontale montre 
le double brin ADN Tar. Le gel a ete expose pendant 3 heures . 

15 

Figure 1-B : 

L' oligonucleotide Tar(-) radiomarque au F 32 a ete hybride avec 
un ARN HIV-1 3 r de 627 nucleotides. Les acides nucleiques ont 
20 ete extraits par protocole phenol-chlorof orme et separes par 
electrophorese sur un gel d' agarose natif 1%, 

L' oligonucleotide Tar(-) et les complexes ARN viral : Tar(-) 
sont indiques par une fleche. 

23 

Les pistes 1 a 5 correspondent aux controles sans proteines ; 

- les pistes 2 a 4 correspondent a 1' hybridation dirigee par 
NcP7 ; et 

30 

- les pistes 6 a 8 correspondent a 1 9 hybridation dirigee par 
huPrP . 

Les nombres indiquent les rapports moleculaires proteine : 
33 nucleotide. 
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La figure 2 montre que huPrP inhibe 1' initiation de la 
transcription inverse . 

:*> Figure 2 -A : 

L'ARN HIV-1 5' a ete utilise comme ARN matrice. La 
transcription inverse a ete realisee en presence de dCTP 
radiomarques au P 32 (Artier sham) et les produits ADNc ont ete 
10 analyses sur gel PAGE-UREE 10%. Les rapports moleculaires 
proteine : nucleotide sont indiques sur la figure. La fleche 
montre la direction de 1 ' electrophorese et la taille des 
marqueurs (en nucleotides) sont indiques sur la gauche, 

15 Les pistes 1 a 5 correspondent a la reaction sans proteines ; 

- les pistes 2 a 4 correspondent a la reaction avec NCp7 ; et 

- les pistes 6 a 8 correspondent a la reaction avec huPrP . 

20 

Figure 2-B : 

Le schema de cette figure apporte une explication possible 
pour 1' inhibition de 1' initiation de la transcription inverse. 

25 

La Figure 3 montre que huPrP entraine la dimerisation de 1' ARN 
HIV-1 et 1' hybridation de 1' amorce tARN Lys ' 3 au site PBS. 

L'ARN HIV-1 5' et l'ARNt Lys ' 3 radiomarque au P 32 ont ete incubes 
30 avec ou sans NCp7 ou huPrP et les reactions ont ete realisees. 
Les rapports moleculaires entre proteine : nucleotide sont 
indiques sur la figure. La fleche montre la direction de 
migration de 1' electrophorese et la taille des marqueurs (en 
nucleotides) est indiquee sur la gauche. Le monomere HIV-1 et 
35 l'ARN dimere, et l'ARNt Ly * 3 sont indiques sur la droite. 
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Les pistes 1 et 5 correspondent a la reaction sans proteine ; 

- les pistes 2 a 4 correspondent a la reaction avec NCp7 ; et 

5 

- les pistes 6 a 8 correspondent a la reaction avec huPrP . 

II convient de noter que NCp7 entraine la formation d'ARN 
multimere tandis que huPrP ne le fait pas. 

10 

La figure 4 montre que huPrP dirige 1' initiation de la 
transcription inverse de l'ARN HIV-1. 

Figure 4 -A : 

15 

L'ARN HIV-1 5' et 1 ' ARNt LyS/ 3 radiomarque au P 32 out ete incubes 
avec ou sans NCp7 ou huPrP et la transcriptase inverse de HIV 
p66-p51 a ete ajoutee en meme temps avec les dNTPs pour 
permettre 1' initiation de la transcriptase inverse. Les 

20 reactions ont ete realisees et les ADNc simple brin ont ete 
analyses. Les rapports moleculaires entre proteine : 
nucleotide sont indiques sur la figure. La fleche montre la 
direction de migration de 1' electrophorese et la taille des 
marqueurs (en nucleotides) est indiquee sur la gauche. L ' ADNc 

2-7) simple brin et l'ARNt Lys ' 3 amorce sont indiques sur la droite . 

Les pistes 1 et 5 correspondent a la reaction sans proteine ; 

- les pistes 2 a 4 correspondent a la reaction avec NCp7 / et 

30 

- les pistes 6 a 8 correspondent a la reaction avec huPrP. 
Figure 4-B : 
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Cette figure est un schema pour montrant 1' initiation de la 
transcription inverse et la synthese d'ADNc simple brin (-) . 



La figure 5 montre les transferts de brin ADN HIV-l par huPrP . 

5 

Pour examiner le trans fert de brin de l'ADN (-) HIV-l, de 
1 ' ARN HIV-l 3' et 5' matrices et un ADN complementaire du site 
PBS radiomarque au P 32 (Darlix etal., 1993 ; Allain et al . , 
1994) ont ete utilises. Pour le transfert du brin + ADN, on a 

jo utilise 1' ARN HIV-l 5' , l'ARNt h v*>' f ' f une amorce brin + 
radiomarquee au P 32 et un accepteur ADN template (Auxilien et 
al., 1999). Les reactions ont ete realisees et les ADNc 
produits ont ete analyses. Les rapports moleculaires entre 
proteine et nucleotide sont indiques sur la figure. La fleche 

\5 montre la direction de migration de 1' electrophorese et la 
taille des marqueurs (en nucleotides) est indiquee sur la 
gauche . 

Figure 5-A : Transfert de brin moins. 

20 

Les pistes 1 et 5 correspondent a la reaction sans proteine ; 

- les pistes 2 a 4 correspondent a la reaction avec NCp7 ; et 

2f> - les pistes 6 a 8 correspondent a la reaction avec huPrP . 

II convient de noter que le transfert de brin moins est moins 
efficace avec huPrP (par comparaison des pistes 4 et 8) . 
L 1 addition de NCp7 et huPrP entraine un transfert de plus de 
30 90%. Le produit de transfert ADNc et l'ADNc simple brin sont 
indiques sur la droite. 

Figure 5-B : Cette figure est un schema pour montrer le 
transfert de l / ADNc(~) simple brin de l r extremite 5 7 du genome 
35 vers son extremite 3' . 
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Figure 5-C : Transfert de brin plus. 

La piste 1 correspond a la reaction sans proteine / 

5 

- les pistes 2 a 4 correspondent a la reaction avec NCp7 ; et 

- les pistes 5 a 7 correspondent a la reaction avec huPrP. 

Le produite de transfert et l'ADN( + ) simple brin sont indiques 
K) sur la droite. Les produits ADN en haut du gel correspondent 
aux produits auto-amorces. 

II convient de noter que la quantite de produit de transfert 
est importante avec huPrP (piste 7) . 

15 

Figure 5-D : Cette figure est un schema pour montrer le 
transfert d'ADN( + ) simple brin de l'extremite 3' du genome 
vers son l'accepteur qui remplace l'ADN brin moins . 

20 La figure 6 montre les interactions directes entre huPrP et la 
nucleoproteine de HIV-1 in vitro. 

La transcriptase inverse de HIV-1, l'integrase, la NCp7 et 
huPrP (23-231) sont ete separes par electrophorese sur un gel 
25 SDS-PAGE 13% et elect ro- trans feres sur une membrane de nylon. 
Les proteines ont ete marquees avec huPrP radiomarquee au S J5 
(TNTsystem, Promega) . Les proteines sont : 

Pistes 1 (2 ]ag RTp6 6-p51 ) r 2 (1 pg Inp32) , 3 (1 ]jg Vpr) , 4 et 
30 5 : (0.5 et 1 pg NCp7), 6 et 7 (0.5 et 1 yig huPrP) . Les 
maarqueurs de proteines en kDA sont montres sur la droite. 
L' autoradiographie a ete realisee sur deux jours. 



3;> 



La figure 7 montre que huPrP est incorporee dans les virions 
HIV-1 et SIV. 
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Des virions hautement purifies HIV-1, SUVmac et HTLV-1 ont ete 
clonnes par . Arthur (NCI , USA) . Les proteines du virion ont 
ete separees sur gel SDS-PAGE 13% et electro-transferees sur 
5 une membrane qui a ete ensuite hybridee avec des anticorps 
monoclonaux 3F4 . 

Figure 7 -A : Coloration du gel au bleu de Coomassie. 

i<) Figure 7-B : Western blot. 

Piste 1 , 10 lag HTLV-1. Piste 2, 6 jag SIVmac. Pistes 3 et 4, 5 
et 10 ]iq HIV-1, respectivement . Les marqueurs de proteines en 
kDa sont indiques sur la gauche. La fleche indique huPrP23- 
15 231. Des resultats similaires ont ete obtenus avec un 
anticorps polyclonal. 

La figure 8 represente 1'alignement des sequences 
nucleotidiques de PrPs provenant, respectivement, de souris, 
20 de mouton, de pore, d'humain, de hamster, de chevre et de 
bovin . 

La figure 9 represente l'alignement des sequences en acides 
amines de PrPs provenant, respectivement, de mouton, de 
chevre, de bovin, de -pore, d'humain, de* souris et d' hamster. 

25 

Exemples : 

I. Materiels et methodes : 

1.1. Proteines recombinantes , enzymes, ARNs et plasmides ADN . 

30 

La proteine recombinante huPrP a ete produite dans E. coll. 
File correspond a la forme mature PrP c et est composee des 
acides amines 23 a 231. Elle a ete purifiee sur colonne de 
chromatographie et recuperee en eliminant toute trace 
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contaminante de nucleases, • comme decrit par Swietnicki et al. 
1998, J Biol Chem 273 : 31048. 



La nucleocapside NCp7 de HIV-1 a ete synthetisee avec la 
3 methode chimique fmoc/opfp et purifiees par chromatographie 
liquide haute pression comme cela a ete decrit par de 
Rocquigny et al . , 1992 PNAS 89 : 6472 ; Cornille et al . , 1999 
J Pept Res 54 : 427. Les proteines sont resuspendues en tampon 
HE PES 30 mM, NaCl 30 mM, ZnCl 2 0.1 mM pH 6.5 a la concentration 
1.0 de 1 mg /ml . 

Les oligonucleotides ADN Tar(-) et Tar (+) , longs de 57 
nucleotides et correspondant a la sequence HIV-1 pNL4.3, ont 
ete produits par la societe Eurogentec (Belgique) . 

15 

L'ARN 5' de HIV-1 correspondant aux nucleotides 1-415. a ete 
produit in vitro, comme precedemment decrit par Barat et al . , 
Erabo J 1989, 8 : 3285. L'ARN 3' de HIV-1 (positions 8583-9208 
du genome HIV-1) a ete prepare avec une queue polyA par 

20 transcription, comme decrit par Darlix et al . , 1993, Compte 
Rendus Acad Sci., Life Sciences 316 : 763. L' ARNt Lys ' 3 
synthetique a ete produit in vitro en utilisant la polymerase 
ARN T7 (Barat et al . , 1993 J Mol Biol 231 : 185). La 
transcriptase inverse de HIV-1 (RT p66/p51) et 1' integrase 

25 Inp32 de HIV-1 ont ete purifiees a partir de E. coli comme 
decrit par Carteau et al . , 1997 J Virol 71 : 6225. La 
transcriptase inverse du virus MoMuLV purifiee a partir de E. 
coli a ete achetee chez Gibco BRL. 

3() PNL4.3 de HIV-1 a ete utilise pour transformer des cellules 
293T ou Hela dans les conditions decrites par Ottmann et al., 
CI" Virol 69 : 1778. Le plasmide pSIV-TGP qui a ete construit 
est derive du genome SIVmac251 (Genbank : numero d' accession 
M19499) dans lequel une cassette d' expression GFP controlee 

35 par le promoteur precoce du cytomegalovirus a ete inseree a la 
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place de la region env 5' et avec un promoteur precoce 
cytomegalovirus pCMV qui remplace U3 dans la partie LTR5' . Le 
plasmide ADN codant pour la proteine huPrP provient du 
laboratoire du Pr D. Dormont (Fontenay) . Tous les plasmides 
5 ont ete amplifies dans E. coli 1035 (RecA- ) et purifies par 
chromatographic d' af finite (protocole Qiagen) . 

1.2. Virions . 

10 Des virions hautement purifies HIV-1 MN (lots P3592 et P3620, 
SIVmac239 (lot 3654) et HTLV-1 (lot P3571) qui ont ete 
utilises pour 1' etude, ont ete produits par centrif ugation 
dif f erentielle comme decrit par le Dr Larry Arthur (SAIC 
Frederick, Frederick MD, USA) 

15 

1.3. Tests d r hybridation entre acides nucleiques. 

Les oligonucleotides ADN correspondant aux sequences Tar ( + ) et 
Tar(-) de HIV-1 de 57 nucleotides ont ete utilises. L' ADN de 

20 HIV-1 Tar (-) a ete marque en 5' au P J2 et les tests 
d' hybridation ont ete realises avec 0.1 pmole des deux 
oligonucleotides ADNs Tar (-) et Tar (+) . Les incubations en 
presence de huPrP ou de NCp7 ont ete realisees pendant 5 
minutes a 37 °C dans 10 jil d'une solution contenant du Tris-HCl 

25 20 mM, NaCl 30 mM, MgCl 2 0.2 mM, DTT 5 mM et ZnCl- 0.01 mM a pH 
7.5. Les essais ont ete arretes avec du SDS 0.5% et de l'EDTA 
10 mM. Les acides nucleiques ont ete extraits en presence de 
phenol/chlorof orme et analyses sur une gel natif de 
polyacrylamide 10% . 

30 

Les reactions avec 1' ARN HIV-1 (ARNt marque au P 32 ) ou l'ADN 
Tar(-) marque au P" 12 et huPrP ou NCp7 ont ete realisees pendant 
10 minutes a 37 °C dans 10 ]il de Tris-HCl 20mM, NaCl 30 mM,MgCl 2 
0.2 mM, DTT 5 mM, ZnC12 0.01 mM a pH 7.5 en presence de 
35 Rnasine 5 unites (Promega) , 1.5 pmole d' ARN, 3 pmole d'ARNt et 
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huPrP ou NCp7 a des quantites permettant d' avoir les rapports 
indiques precedemment dans les exemples correspondants . Les 
reactions ont ete arretees en presence de SDS-EDTA (0.5%/5 
iriM) / traitees avec de la proteinase K (2 yg) pendant 10 
5 minutes a temperature ambiante. Les acides nucleiques ont ete 
extraits par la technique a base de phenol/chlorof orme, 
analyses sur gel d' agarose 1,3% en tampon Tris Borate 50 mM pH 
8.3 et visualises apres coloration au bromure d' ethidium 
suivie d'une fixation du gel au TCA 5%, d'un sechage et d'une 

10 autoradiographic . Un melange d'ADN marqueur de poids 
moleculaire entre 0.16 etl.77 Kb a ete utilise pour determiner 
les tallies des sequences d'ADN visualisees sur gel. Le 
pourcentage des amorces hybrides a I'ARN HIV-1 a ete determine 
en realisant un balayage densitometrique de 

\5 1 ' autoradiographic . 

1.4, Protocoles de transcription inverse. 

Les reactions ont ete schematiquement realisees comme decrit 

20 precedemment par Barat et al., 1989 ; Darlix et al . , 1993 ; 
Allain et al . , 1994 Embo J 13 : 973. Apres 5 minutes a 30°C 
dans 10 p.1 de tampon (voire les protocoles decrits detailles) , 
le volume de la reaction a ete augmente a 25 \il en ajoutant 2 
pmoles de Transcriptase Inverse (RT) de HIV-1 ou de MoMuLV, 

23 0.25 mM de chaque dNTP, 60 mM de NaCl et 2 . 5 mM de MgC12 . 
Apres 20 minutes a 37°C, 1' incubation a ete arretee et les 
produits ont ete analyses comme ceux produits par hybridation 
des acides nucleiques (voir ci-dessus) , a 1' exception que, 
apres 1' extraction au phenol/Chlorof orme, les acides 

30 nucleiques ont ete precipites a l'ethanol, recuperes par 
centrifugation, dissous dans du formamide/ denatures a 95°C 
pendant 2 minutes et analyses sur gel de polyacrylamide 8% en 
presence d'uree 7M et de Tris-Borate 50mM a pH 8.3. Les 
marqueurs Hinf ADN marques au P Jj (Promega) ont ete utilises 

35 pour la determination des tailles sur gel. Les taux d'ADNc 
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synthetases par la Transcriptase Inverse ont ete quantifies 
sur scan densitometrique . 



Pour les tests de transfert de brin(-), les reactions ont ete 
5 faites avec 1.5 pinoles d'ARN 5' et 3' et dans les conditions 
decrites ci-dessus (Allain et al . , 1994). Pour le transfert de 
brin(+), les conditions de la reaction sont exactement celles 
decrites par Auxilien et al., 1999 J Biol Mol 274 : 4412. 

lo 1.5. Protocole far Western et Analyse Dot-blot. 

Les proteines NCp7 de HIV-l, VPR, RTp66-p51 et Inp32 comme la 
proteine huPrP (23-231) ont ete separees sur gel de 
polyacrylamide 13% en presence de SDS et electro-adsorbees sur 

13 cles membranes de cellulose dans un tampon Tris-Glycine 
contenant du methanol 30%. Les membranes ont ete saturees avec 
un tampon de fixation Hepes (HBB : Hepes 25 mM, NaCl 25 
mM,MgC12 5 mM et ZnC12 0.01 mM a pH 7.9) contenant du lait en 
poudre 5% (w/v) et du NP-40 0.05% pendant 4 heures a 20°C 

2() (Lener et al . , 1998 J Biol Chem 273 : 33781). Apres lavage 
avec le tampon HBB, la membrane a ete hybridee pendant 2 
heures a 4°C avec la proteine huPrP synthetisee dans un 
systeme reticulocyte de lapin (TNT system, Promega) et 
radiomarquee au S 35 . Puis la membrane a ete extensivement lavee 

23 avec du tampon BPS, sechee et autoradiographies . Selon un 
autre procede, la proteine huPrP a 100 ng /ml a ete adsorbee 
sur la membrane pendant 2 heures a 4°C / la membrane a ete 
lavee extensivement en PBS et incubee avec des anticorps 
polyclonaux anti-PrP pour detecter les complexes huPrP-NCp7 . 

30 Puis la membrane a ete de nouveau extensivement lavee en 
tampon PBS et la detection a ete realisee avec le systeme ECL 
commercialise par Amersham. 



Pour les analyses de Dot blot, les proteines virales et la 
?yj proteine huPrP ont ete adsorbees sur une membrane de 
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nitrocellulose. La membrane a ete sechee et les proteines 
cross-linkees avec elle par irradiation UV (0,1 J/cm2). La 
membrane a ete saturee en HBB en presence de 5% de poudre de 
lait pendant 4 heures, lavee en HBB et hybridee pendant 4 
5 heures a 4°C avec la proteine huPrP radiomarquee au S 35 puis 
lavee extensivement en tampon PBS. La membrane a ete ensuite 
sechee et autoradiographies . 

1.6. Culture cellulaire, transfection d'ADN et infection 
H) virale. 

Les cellules HeLa, HeLa P4 et 293 ont ete cultivees a 37 °C 
dans une atmosphere a 5% en CO- en milieu Dubelcco 7 s modified 
Eagle's (life technologies-Gibco-BRL) complements avec du 
15 serum de veau fetal 10%, de la penicilline (100 Unites 
Internationales /ml) , de la streptomycine (100 ]ig /ml) - et de 
la L-glutamine 2mM. 

Les transf ections des cellules ont ete realisees en utilisant 
20 un protocole base sur l 7 utilisation du phosphate de calcium 
comme precedemment decrit par Chen C et al., 1987 Mol Cell 
Biol 7 : 2745. Pour produire du virus SIV en presence ou en 
absence de la proteine huPrP, les cellules ont ete 
transf ectees avec 3 yg de pSIV-TGP, 1.2 \ig de pVSV-G avec 3 \xg 
25 de pADN-huPrPhe . D 7 autres rapports de plasmides comme 1 ]ig de 
pSIV-TGP, 0.3 ]ig de pVSV-G et 4 ]ig de pADN-huPrPhe ont ete 
egalement utilises. Des conditions experimentales similaires 
ont ete utilisees avec pNL4.3 de HIV-1 a l 7 exception que pVSV- 
G n 7 a pas ete rajoute. Les surnageants contenant les virus ont 
30 ete recuperes 48 heures apres les transf ections, filtres et 
utilises pour infecter les cellules. Les quant it es de virus 
produits en presence ou en absence de huPrP par transfection 
cellulaire ont ete mesurees par test Elisa (SIV 'Cap28 ou HIV 
Cap24) . Des quantites identiques de virus ont ete utilisees 
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pour infecter les cellules 293 (SIV) ou les cellules HeLa-P4 
(HIV-1) • 



Deux jours apres 1' infection, 1' expression virale a ete suivie 
3 deux jours apres par expression LacZ dans les cellules HeLa-P4 
(HIV-1) ou par 1' expression de GFP par analyse au FACS . 

La production des proteines gag de HIV-1 ou de SIV dans les 
cellules ou dans les particules virales a ete suivie par 

10 analyses Western en utilisant des anticorps anti-capside 
(anti-CA) et la technique de detection ECL commercialisee par 
Amersham (Tanchou et al . , 1998, J Virol 72 : 4442), ou par 
ELISA (p24) . HuPrP dans les cellules 293 ou dans les virions 
HIV-1, SIV-mac, ou HTLV-1 a ete detecte par analyse Western en 

15 utilisant soit un anticorps monoclonal 3F4, soit un anticorps 
polyclonal. Des anticorps monoclonaux diriges .contre 
I'extremite N-terminale, le domaine central ou 1 ' extremite C- 
terminale de huPrP ont egalement ete utilises. 

20 II. Resultats 

II. 1 Fixation de huPrP aux acides nucleiques retroviraux 

Comme la nucleocapside NCp7 de .HIV-1, huPrP se fixe aussi bien 
aux ARNs (ARN de trans fert, ARNs de structure comme l'ARN 
25 leader de HIV-1) qu' a l'ADN double brin. De plus, la fixation 
de huPrP ou de NCp7 aux acides nucleiques conduit a la 
formation de complexes de haut poids moleculaire qui peuvent 
sedimenter par centrif ugation . 

30 L'activite chaperonne de huPrP a ete examinee en utilisant 
l'ADN et l'ARN en parallele, et en la comparant avec celle 
decrite pour NCp7 de HIV-1 (Darlix et al (1995) J. Mol. 
Biol. 254, 523-537 et Gabus et al . , (1998) EMBO 'J. 17, 4873- 
4880). II est en effet connu que NCp7 favorise 1 A hybridation 
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cle sequences nuclei que s comme les sequences tres structurees 
Tar(-) et Tar(+) de HIV-1. 



Comme la nucleocapside NCp7 de HIV-1: 

- huPrP entralne une hybridation qui conduit a des sequences 
TAR double brin, de fagon dose-dependante et dans des 
conditions physiologiques (Figure 1A, pistes 4-7 pour HIV-1 
NCp7 et pistes 9-12 pour huPrP) ; 

- huPrP entralne 1 ' hybridation de Tar (-) a la sequence Tar(+) 
de 1'ARN 3', de fagon dose dependante, (Fig IB voies 3-4 pour 
NCp7 et 7-8 pour huPrP) . 

1:5 Des sequences nucleiques complementaires issues de virus 
autres que HIV-1 ou de differentes cellules ont ega lenient ete 
utilisees et ont conduit aux memes resultats (Figure 1) . 

Ces essais indiquent clairement que huPrP a une activite 
20 d' hybridation d' acide nucleique analogue a celle de la 
proteine NCp7 de HIV-1 et de fagon plus generale a celle des 
nucleocapsides des retrovirus. La proteine de la nucleocapside 
(NC) est supposee s'hybrider directement aux acides 
nucleiques, probablement en facilitant les interactions 
25 intermoleculaires tout en prevenant les repliements 
intramoleculaires . Ceci est illustre par le fait que NCp7 et 
d' autres proteines NC retrovirales peuvent inhiber la reverse 
transcritpion commencee a l'extremite 3' de l'ARN, un procede 
appele A Self Priming' (Lapadat et al, 1997) (Fig 2 piste 1) . 
30 Comme montre dans la figure 2, les deux proteines huPrP et 
NCp7 peuvent inhiber le Self Priming de la reverse 
transcription (pistes 2-4 pour NCp7 et pistes 6-8 pour huPrP) 
(Figure 2) . 
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II. 2 Role de huPrP dans la dimerisation de 1 ' ARN retroviral et 
dans 1' hybridation du tARN amorce au site d' initiation de la 
transcription inverse . 

5 Dans la particule virale, le genome retroviral est sous forme 
ARN dimerique et presente un site d' initiation de la 
transcriptase inverse (Primer Binding Site PBS) qui fixe le 
tARN amorce. La dimerisation de 1 ' ARN genomique et la fixation 
du tARN amorce au PBS sont induits par la nucleocapside 

10 retrovirale comme cela est connu entre autres avec NCp7 et le 
genome de HIV-1 (Darlix JL et al . , J Mol Biol 1995, 254 : 
523) . Un systeme modele HIV-1 a ete mis au point et utilise in 
vitro pour i) examiner la dimerisation de 1 ' ARN viral et ii) 
la fixation du tARN amorce au site PBS (Lapadat et al . , 1997 ; 

15 Gabuset al.,Embo J 1998 17 : 4873). 

NCp7 est capable de dimeriser 1'ARN HIV-1 et d' entrainer la 
fixation du tARN Lys ' 3 amorce au site PBS (Figure 3, pistes 2- 
4) . 

20 

Comme NCp7, huPrP est responsable de la dimerisation de 1' ARN 
HIV-1 et de la fixation du tARN Lya ' 3 amorce au site PBS, de 
fagon dose dependante (Figure 3, pistes 6 a 8) . Cette 
observation n' avait jamais ete decrite jusqu'a auj ourd' hui . 

Un meme systeme modele HIV-1 a ete mis au point et utilise in 
vitro pour initier la transcription inverse de l'ARN 
retroviral en ADNc a partir du tARN amorce fixe au site PBS. 

3D Cette etape a ete reproduite in vitro a partir de complexes 
ARN/ARNt en ajoutant au milieu la Transcriptase Inverse (RT) 
et la nucleocapside NCp7 . Ce procede necessite la NCp7 
(comparaison des pistes 1 et 2-4). 
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Corcutie NCp7, la proteine huPrP est capable elle aussi de 
permettre 1' initiation de la transcription inverse par la RT 
(Figure 4A, pistes 7-8 ; Figure 4B) et est necessaire a la 
realisation de cette etape. 

j 

11.3 Role de huPrP dans le transfert des brins d'ADN pendant 
la synthese virale in vitro. 

Apres avoir ete synthetise, le brin- cDNA " stong-stop " (ss- 

K) cADN) est transfere a l'extremite 3' de l'ARN retroviral qui 
est necessaire pour la synthese complete du brin ADN (voir 
Figure 5B) . Cette etape, connue sous le terme de transfert de 
brin ADN, est necessaire pour completer la synthese du brin 
ADN -, et necessite que i) les sequences R soient presentes a 

15 chaque extremite du genome retroviral, ii) la transcriptase 
inverse (RT) avec son activite RNaseH et iii) la proteine de 
la nucleocapside (NC) (Darlix JL et al . , 1995 J Mol Biol 254 : 
523) . En utilisant un systeme modele HIV-1 in vitro compose de 
ARN 5' et 3' qui miment les extremites 5' et 3' du genome ARN 

2() HIV-1/ il a ete verifie que la presence de NCp7 est critique 
pour le transfert de brin (Figure 5A pistes 2-4) et montre 
pour la premiere fois que, comme NCp7, la proteine huPrP est 
capable d' induire in vitro le transfert du brin ADN - (pistes 
6-8). Cependant ce transfert est moins efficace qu' avec NCp7 

2:> car des produits d'ADN intermediaires s'accumulent en meme 
temps que les ADN simples brins entiers (pistes 7-8) . 

Le second transfert de brin obligatoire pour la synthese de 
1 ' ADN LTR a lieu apres 1' initiation du brin ADN plus (Figure 

3t) 5B) . En utilisant un autre systeme modele HIV-1 in vitro f il 
a ete trouve que la sequence virale PBS, 1'ARNt amorce avec 
les bases modifiees, la transcriptase inverse avec son 
activite RNaseH et la NCp7 sont necessaires pour ' le transfert 
du brin+ (Figure 6, pistes 2-4) et montre pour la premiere 

3:1 fois que huPrP etait capable de remplacer MCp7 dans le 
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bransfert du brin+ (Figure 6, pistes 2-4) (Auxilien et al . , 
(1999) J • Biol. Chem. 274 : 4412). Cette observation n' a 
egalement jamais ete decrite jusqu'a present (Figures 5 et 6). 

Tous ces resultats indiquent tres clairement que la proteine 
cellulaire huPrP et virale NCp7 ont toutes deux les memes 
fonctions de " chaperonne " d' acides nucleiques qui sont 
absolument necessaires a la replication et la synthese du 
genome retroviral. Ce sont des molecules cles pour 
1' initiation de la transcription inverse de l'ARN retroviral 
et pour l'etape de transfert de brins ADN conduisant a la 
synthese d' ADN retroviral. huPrP et NCp7 peuvent egalement se 
complementer entre elles in vitro, ce qui suggere qu'elles 
peuvent interagir . 

II. 4 Fixation de huPrP aux proteines NC . 

Des proteines tres pures huPrP ou huPrP radiomarquees au 
souffre isotope 35 (S 35 ) ont ete utilisees pour etudier la 
fixation de huPrP avec la proteine NCp7, dans des experiences 
de Western blot (Figure 7) . En parallele, la fixation de huPrP 
a d' autres proteines virales, fix ant les acides nucleiques 
cornrne Vpr, l'integrase (IN) et RTp66-p51, a egalement ete 
etudiee . 

II a tres clairement ete verifie que huPrP peut se fixer a 
elle-meme (pistes 6-7) pour former des complexes qui sont 
observes in vivo dans le cerveau de malades. 

II a par ailleurs ete montre pour la premiere fois que, comme 
la NCp7, huPrP peut se fixer a NCp7 (pistes 4-5), mais non aux 
autres proteines RTp66-p51, IN et Vpr (pistes 1-3) . Dans les 
memes conditions experimentales NCp7 interagit avec elle-meme 
et avec la RT de HIV-1 (Tanchou V. et al . J Mol Biol 1995, 
252 : 563, Lener D. et al . Febs Lettl995, 361 : 85). D' autres 
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essais ont ete realises en utilisant les proteines de la 
matrice et de la capside de HIV-1 et de HTLV-1 qui montrent 
qu'il n' y a aucune interaction entre la proteine huPrP et 
cl'autres proteines de la capside et de la matrice de HIV-1 et 
5 HTLV-1. huPrP se fixe specif iquement aux nucleocapsides des 
retrovirus, et en particulier a NCp7 de HIV-1- Cette 
observation n' a jamais ete decrite jusqu'a aujourd'hui, Les 
resultats sont presentes aux figures 7 et 8. 

io Les interactions qui ont lieu entre huPrP et NCp7 de HIV-1 in 
vitro suggerent que huPrP pourrait etre incorporee dans les 
virions HIV-1. 

II. 5 Presence de huPrP dans des particules retrovirales . 

15 

La presence de huPrP dans des particules retrovirales . a ete 
etudiee par analyse Western blot en utilisant i) des 
particules hautement purifiees de virions HIV-1, SIV et HTLV 
donnees par l'Institut National du Cancer (L. Arthur, NCI, 

20 USA) et ii) un anticorps polyclonal (Demaimay et al 1997 J 
Virol 71 : 9685) ou monoclonal 3F4 anti-PrP (Kascsak et al . , 
1987 J Virol 61 : 3688) . Deux formes majeures de huPrP ont ete 
retrouvees a 19 et 10 kDa et une forme mineure a 32 kDa dans 
les deux lots de virions HIV-1 purifies et utilises (Figure 8, 

25 pistes 3 et 4). Trois formes majeures de huPrP ont ete 
retrouvees a 19, 16 et 10 kDa et une forme mineure a 32 kDa 
dans les virions purifies de SIV (piste 2) . Parallelement 
huPrP n' a pas ete retrouvee dans les particules HTLV (piste 
1) . La quantite de huPrP totale dans les particules HIV et SIV 

30 a ete quantifiee par ELISA et comparee avec celle de la 
proteine de la capside (CA) . Les resultats montrent qu' environ 
150 molecules de huPrP sont presentes par particule virale, en 
prenant en compte le fait qu' environ 2500 molecules de 
proteines de la capside (proteine-CA) sont presentes par 

33 virion. 
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II. 6 Influence de huPrP sur la production de particules 
virales et sur 1' inf ectivite de virions. 

5 La presence de differentes formes de huPrP dans des virions 
HIV-1 et SIV-mac suggere que cette proteine cellulaire 
pourrait influencer la production de virus et 1' infectivite 
virale . 

it) 1/ inf luence de la surexpression de huPrP sur la production et 
sur 1' inf ectivite de HIV-1 a ete examinee en culture 
cellulaire. Des cellules 293 T (Didier Thono CHU Geneve, 
Suisse) ont ete utilisees pour verifier cette hypothese car 
elles expriment physiologiquement un faible taux de proteine 

15 huPrP, comme montre par des analyses de Western blot et 
d' immunocytochimie . Ces cellules ont ete co-transf ectees avec 
des plasmides codant respectivement pour HIV-1 et huPrP. Deux 
jours apres la transfection les virions de HIV-1 produits en 
presence ou en absence de huPrP ont ete collectes et la 

20 production de virions a ete analysee par ELISA et Western 
blot. Des virions produits dans des conditions de 
surexpression de huPrP ont ete trouves sous forme mature. 
L' inf ectivite de HIV-1 a ete suivie par detection de 
1' expression de LacZ dans les cellules Hela-P4. Les resultats 

2:; montrent que pour un rapport huPrP : HIV-1 ADN de 1:1 la 
production de particules virales etaient reduite d' environ 
trois fois et I'infectvite du virus etait reduite d' environ 3 
fois. Pour un rapport huPrP : HIV-1 ADN de 5 :1, la production 
virale etait reduite d ; environ cinq fois et 1 ' inf ectivite du 

30 virus etait diminue de 5 a 6 fois pour un simple cycle de 
replication. Ces resultats sont montres dans le tableau ci- 
dessous. 

Pour co-exprimer SIV et huPrP, les cellules 293 ont ete 
3:1 transfectees avec trois plasmides recombinants qui expriment 
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i) SIVmac avec la proteine GFP a la place de env, ii) VSV-G 
pour pseudo-typer les virions SIVmac et iii) la proteine 
huPrP, respectivement. Le taux de transf ection des cellules a 
ete verifie par analyse au FACS et la quantite de virions 
5 produits SIVmac a ete mesuree, en presence ou en absence de 
huPrP, en utilisant un test ELISA mesurant la CAp28. 
L' inf ectivite des virus recombinants SIVmac produits en 
presence ou en absence de huPrP a ete analysee par FACS des 
cellules exprimant la GFP, deux ou trois jours apres 

10 1' infection avec le SIVmac pseudotype par VSV-G. Les resultats 
de cinq jeux d' experiences realises avec deux rapports 
differents de huPrP :SIV montrent que huPrP a une influence 
negative a la fois sur la production de virions et sur 
1' inf ectivite virale. Les resultats sont presentes dans le 

i:> tableau ci-dessous. Pour un rapport huPrP : SIV de 1 : 1, la 
quantite de particules virales produites est d' environ ■ 2 a 3 
fois moindre et 1' inf ectivite est diminuee de 3 fois pour un 
seul cycle de replication. Pour un rapport de huPrP : SIV egal 
a 1 : 5, 1' inf ectivite virale est diminuee de 5 a 10 fois, 

2o 

Tableau 



ADN 


Production 
(proteine-CA) 


Inf ectivite 


HIV-1 


100 


100 


huPrP : HIV-1 (1 :1) 


35+/-5 


3S+/-5 


huPrP : HIV-1 (5 :1) 


20+/-4 


15+/-4 


SIVmac/VSV-G 


100 


100 


huPrP :SIV-1 (1 :1) 


30+/-5 


35+/-5 


huPrP :SIV-1 (5 :1) 




15+/-3 



Les nombres donnes correspondent a des valeurs moyennes d' au 
2:*» mo ins cinq jeux d' experiences • Dans les deux cas, 
1 / inf ectivite par les lentivirus etait d r environ 10 6 unites 
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inf ectieuses par ml de milieu. Tous les controles ont ete 
arbitrairement fixes a 100%. 



Les inventeurs ont done montre tres clairement pour la 
premiere fois que huPrP a une influence negative sur la 
production des virions par les memes cellules et sur 
1' inf ectivite du virus. 

La diminution de la production retrovirale et de 1 ' inf ectivite 
des virions peut s'expliquer par une competition entre la 
nucleocapside du retrovirus infectant la cellule et la 
proteine cellulaire huPrP pour se fixer aux acides nucleiques 
du retrovirus et induire la replication et la synthese du 
genome viral. La surexpression de huPrP favorise la fixation 
de la proteine avec le genome retroviral au detriment de la 
fixation du genome avec la propre nucleocapside virale. La 
replication du genome viral serait perturbee et moins efficace 
avec huPrP par rapport a NCp7, meme si ces deux proteines 
presentent les memes fonctions, Les particules nouvellement 
produites par la cellule surexprimant huPrP contierment elles- 
memes la proteine huPrP. La proteine peut entrer dans une 
nouvelle cellule lors de 1' infection retrovirale et augmenter 
la concentration de cette proteine dans la cellule, permettant 
la encore une influence negative de cette proteine sur la 
production de nouvelles particules virales et leur 
inf ectivite. On pourrait comprendre de cette fagon comment une 
proteine peut etre responsable de la propagation de la 
maladie. En fait cette propagation serait due a la proteine, 
mediee par une infection retrovirale (ou d'autres virus) . 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Proteine a prion PrP c ou PrP" c , humaine ou animale isolee, 
:i caracterisee en ce qu' elle est capable cle se fixer a de l'ADN 
ou a de l'ARN, en particulier a de l'ADN ou a de 1' ARN viral 
et de preference a de 1 ' ADN ou a de l'ARN de retrovirus 
humains ou animaux . 

10 2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle est capable de se fixer a l'ARN ou a l'ADN d' un virus, 
tel que les virus HIV-1 de groupe M, de groupe O, de groupe 
non M non O, le virus HIV- 2, le virus SIV, les virus 
enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, 

15 les Filovirus et les Paramyxovirus . 

3. Proteine a prion PrP° ou PrP sc , humaine ou animale, 
caracterisee en ce qu'elle est capable de se fixer a une 
proteine de nucleocapside d' un retrovirus humain ou animal. 

2() 

4. Proteine selon la revendication 3, caracterisee en ce 
qu' elle est capable en particulier de se fixer a la 
nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1. 

25 5. Analogue de Ncp7, caracterise en ce qu T il s 1 agit d'une 
proteine selon 1 1 une quelconque des revendications 1 a 4. 

6. Complexe nucleoproteique isole qui comprend une proteine a 
prion, PrP c ou PrP sc , humaine ou animale, associee a de l'ADN 

30 ou a de l'ARN, en particulier a de l'ADN ou a cle l'ARN viral 
et de preference a de l'ADN ou a de l'ARN de retrovirus 
humains ou animaux. 

7. Complexe nucleoproteique selon la revendication 6, dans 
35 lequel la proteine a prion est la PrP c ou la PrP 3 '" humaine ou 
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animale, associee a 1 ' ARN ou a 1'ADN d'un virus, tel que les 
virus HIV-1 de groupe M, de groupe O, de groupe non M non O, 
le virus HIV-2, le virus SIV, les virus enveloppes, tels que 
le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et les 
5 Paramyxovirus . 

8. Complexe proteique isole qui coraprend une proteine a prion, 
PrP'" et/ou PrP srj , humaine ou animale, associees a elles memes 
ou entre elles et/ou a une proteine de nucleocapside d'un 

J() retrovirus humain ou animal. 

9. Complexe proteique selon la revendication 1, dans lequel la 
PrP c ou PrP sc est associee en particulier a la nucleocapside 
NCp7 du retrovirus HIV-1. 

1.1 

10. Proteine a prion PrP c ou PrP so selon l T une quelconque des 
revendications 1 a 4, sous forme modifiee ou sous forme d T un 
fragment d' au moins I'une de ces proteines, pour une 
utilisation comme agent antiviral, eventuellement en 

2o interaction avec un ligand susceptible de se fixer a ladite 
PrP c ou PrP sc , tel qu'une proteine, un polypeptide, un acide 
nucleique, une molecule chimique, une drogue, un vecteur. 

11. Proteine ou fragment de proteine selon la revendication 
25 10, caracterisee en ce qu' elle ou il consiste en une proteine 

ou un fragment de proteine naturel, isole ou en une proteine 
ou un fragment de proteine recombinante ou en un polypetide ou 
fragment polypeptidique de synthese. 

30 12 Composition therapeutique et/ou prophylactique caracterisee 
en ce qu' elle comprend, une quantite efficace d'un agent anti- 
viral selon les revendication 10 ou 11, avec eventuellement un 
adjuvant et/ou un diluant et/ou un excipient et/ou un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

3 J 
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13. Acide nucleique codant pour une PrP' 1 ' ou une PrP*'-' modifiee 
ou pour au moins un fragment d' au moins 1 1 une de ces proteines 
selon la revendication 10 ou 11, pour une utilisation corame 
agent anti-viral . 

;j 

14. Acide nucleique selon la revendication 13, caracterise en 
ce qu' il code pour une proteine ou un fragment d'une proteine, 
naturelle ou recombinante, ou en ce qu' il est le produit de la 
transcription d'un acide nucleique ou d'un fragment d' acide 

10 nucleique selon la revendication 13. 

15. Composition therapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, une quantite 
therapeutiquement efficace d'un agent anti-viral selon les 

if) revendications 13 ou 14. 

16. Composition therapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, une cassette d ; expression 
fonctionnelle dans une cellule issue d'un organisme procaryote 

20 ou eucaryote permettant 1' expression de l'ADN ou de l'ARN, ou 
d'un fragment d'ADN ou d'ARN, codant pour tout ou partie d' une 
proteine PrP c ou d 7 une PrP 3C modifiee selon la revendication 13, 
et eventuellement permettant 1' expression de l'ADN ou de 
l'ARN, ou d'un fragment d'ADN ou d'ARN, codant pour tout ou 

2:3 partie d'un ligand de ladite PrP c ou PrP :f:c modifiee, place sous 
le controle des elements necessaires a son ou leur expression. 

17. Composition therapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, un vecteur comprenant une 

30 cassette d' expression selon la revendication 16. 

18. Composition' therapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, une cellule issue d'un 
organisme procaryote ou eucaryote comprenant une cassette 
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d' expression selon la revendication 16 ou un vecteur selon la 
revendication 17 . 



19. Utilisation d'une cassette d' expression selon la 
5 revendication 16, ou d' un vecteur selon la revendication 17 ou 

d'une cellule selon la revendication 18, comme agent anti- 
viral . 

20. Cassette d' expression f onctionnelle dans un vecteur viral 
10 fonctionnel pour transduire des cellules issues d'un organisme 

eucaryote permettant 1' expression de l'ADN ou d'un fragment 
d'ADN codant pour tout ou partie d'une proteine PrP c ou PrP sc 
modifiee selon la revendication 13, place sous le controle des 
elements necessaires a son expression et permettant la 

13 replication d'un acide nuclei que viral, en particulier 
retroviral recombinant, tel que les acides nucleiques 

des virus HIV-1 de groupe M, de groupe O, de groupe non M non 
O, du virus HIV-2, du SIV, des virus enveloppes, tels que le 
virus de la rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et les 

2() Paramyxovirus . 

21. Vecteur comprenant une cassette d' expression selon la 
revendication 20. 

25 22. Cellule transformee, issue d'un organisme eucaryote, 
comprenant une cassette d' expression et de replication selon 
la revendication 20 ou un vecteur selon la revendication 21. 

23. Cellule selon la revendication 22, caracterisee en ce 
30 qu' elle est notamment choisies parmi les cellules eucaryotes 
293, les cellules HeLa et HeLa P4, les cellules souches 
humaines ou animales. 

24 . Composition therapeutique et/ou prophylactique, 
35 caracterisee en ce qu' elle comprend, une cellule selon les 
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revendications 22 et 23, ou un vecteur selon la revendication 
21 ou une cassette d' expression selon la revendication 20. 



25. Utilisation d' une cellule selon les revendications 22 et 
5 23, ou un vecteur selon la revendication 21 ou une cassette 

d' expression selon la revendication 20, comme agent anti- 
viral . 

26. Procede de detection et/ou de quantification d' une 
10 infection par un virus, en particulier un retrovirus humain ou 

animal, selon lequel : 

(i) on preleve un echantillon biologique humain ou animal, tel 
qu'un fluide biologique, une cellule ou un fragment 

15 tissulaire, 

(ii) on detecte ladite PrP c ou PrP sc dans ledit echantillon 
biologique, sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de 
1 ' ARN , en particulier viral et de preference retroviral, ou 

20 encore associee a une proteine de nucleocapside d'un 
retrovirus, en particulier la nucleocapside NCp7 de HIV-l, 

(iii) on detecte ladite PrP c ou PrP sc de r etape (ii), et 

25 (iv) si souhaite on quantifie la concentration de ladite PrP c 
ou PrP sc de l'etape (ii) par rapport a une concentration de 
reference . 

27. Procede selon la revendication 26, selon lequel on detecte 
30 et eventuellement quantifie ladite PrP ,r ou PrP sc sous forme 

libre ou associee a de l'ADN ou a de 1 ' ARN, en particulier 
viral, de preference retroviral, ou associee a une proteine de 
nucleocapside d'un retrovirus, en particulier la nucleocapside 
NCp7 du retrovirus HIV-l, a l'aide d' au moins un ligand, en 
35 particulier un anticorps et de preference un anticorps 
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monoclonal dirige contre au moins un premier epitope de ladite 
PrP" ou PrP sc sous forme libre ou dirige contre au moins un 
premier epitope de ladite PrP' 1 ' ou PrP sc associee a de l'ADN ou 
a de 1'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, 
5 ou a une proteine de nucleocapside retrovirale. 

28. Procede selon la revendication 27, selon lequel on utilise 
un deuxieme anticorps, de preference un anticorps monoclonal 
dirige contre un deuxieme epitope de ladite PrP 1 '' ou PrP 8C sous 

it) forme libre ou associee. 

29. Kit pour la detection d' une infection par un virus, en 
particulier un retrovirus humain ou animal, caracterise en ce 
qu'il comprend, au moins un ligand, en particulier un 
anticorps et de preference un anticorps monoclonal dixige 
contre au moins un premier epitope de ladite PrP c ou PrP sc , 
sous forme libre, ou dirige contre au moins un premier epitope 
de ladite PrP c ou PrP sc associee a de l'ADN ou a de 1 ' ARN, en 
particulier viral, de preference retroviral ou a une proteine 

20 de nucleocapside d'un retrovirus, en particulier la NCp7 de 
HIV-1, et eventuellement un deuxieme anticorps, de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre un deuxieme epitope de 
ladite PrP° ou PrP 5,r sous forme libre ou associee, different 
dudit premier epitope. 

2:> 

30. Particule virale isolee, en particulier particule d' un 
retrovirus humain ou animal, tel que le virus HIV-1 de groupe 
M, de groupe O, de groupe non M non O, le virus HIV-2, le 
virus SIV, les virus enveloppes, tels que le virus de la 

30 rougeole, les Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus, 
et comprenant une proteine PrP c ou une proteine PrP sc telle que 
definie dans la revendication 1 ou dans la revendication 3. 

31. Procede de detection et/ou de quantification d' une maladie 
3:5 a prions selon lequel : 
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(i) on preleve un echantillon biologique humain ou animal, tel 
qu'un fluide biologique, une cellule ou un fragment 
tissulaire, 

5 

(ii) on isole ou extrait et purifie des particules virales, en 
particulier retrovirales , a partir dudit echantillon 
biologique, 

]() (iii) on lyse lesdites particules virales de fagon a obtenir 
un lysat, et 

(iv) on detecte une PrP, de preference la PrP sc dans ledit 
lysat, sous forme libre ou associee a de l'ADN ou de l'ARN 

15 viral, de preference retroviral, ou associee a une proteine de 
nucleocapside retrovirale, en particulier la nucleocapside 
NCp7 de HIV-1, et 

(v) si souhaite, on quantifie ladite PrP, de preference ladite 
20 PrP*", sous forme libre ou associee, 

32. Procede selon la revendication 31, dans lequel lesdites 
particules virales sont des particules telles que definies 
dans la revendication 30. 

25 

33. Procede selon les revendications 31 et 32, selon lequel on 
detecte et eventuellement quantifie ladite PrP, de preference 
ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de 1'ADN ou a de 
l'ARN viral, de preference retroviral, ou associee a une 

30 proteine de nucleocapside d' un retrovirus, en particulier la 
nucleocapside NCp7 cie HIV-1, a 1'aide d' au moins un ligand, en 
particulier un anticorps et de preference un anticorps 
monoclonal dirige contre au moins un premier epitope de ladite 
PrP H '" sous forme libre ou dirige contre au moins un premier 

3.1 epibope de ladite PrP c ou PrP sc associee a de l'ADN ou a de 
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I ' ARN , en particulier a de l'ADN ou a de l'ARN viral, et de 
preference retroviral ou a une nucleocapside d' un retrovirus. 



34. Procede selon la revendication 33, selon lequel on utilise 
5 un deuxieme anticorps, de preference un anticorps monoclonal 
dirige contre un deuxieme epitope de ladite PrP, de preference 
ladite PrP sc sous forme libre ou associee, different dudit 
premier epitope. 

10 35. Kit pour la detection et/ou la quantification d'une 
maladie a prions, caracterise en ce qu' il comprend, entre 
autres, au moins un ligand, en particulier un anticorps et de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins un 
premier epitope d'une PrP, de preference une PrP* c , sous forme 

1:5 libre ou associee a de l'ADN ou a de l'ARN, en particulier a 
de l'ADN ou a de l'ARN viral, et de preference retroviral ou 
associee a une proteine de nucleocapside d' un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 de HIV-1, dirige contre au 
moins un premier epitope de ladite PrP, de preference PrP sc et 

20 eventuellement un deuxieme anticorps, de preference un 
anticorps monoclonal dirige contre un deuxieme epitope, 
different dudit premier epitope, de ladite PrP, de preference 
PrP'"' sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de l'ARN, en 
particulier viral, et de preference retroviral ou associee a 

25 une nucleocapside retrovirale, en particulier a la 
nucleocapside NCp7 de HIV-1. 

36. Composition a usage therapeutique et/ou prophylactique 
pour le traitement et/ou la prevention d'une maladie a prions, 

30 caracterisee en ce qu'elle comprend, un agent therapeutique 
constitue par un ligand capable de se lier a ladite PrP, de 
preference PrP ec , en particulier un anticorps polyclonal ou 
monoclonal ou un fragment d 7 anticorps et de preference un 
anticorps ou fragment d T anticorps monoclonal, ou constitue par 

35 un acide nucleique codant pour un anticorps polyclonal ou 
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monoclonal ou pour un fragment cTanticorps et de preference 
pour un anticorps ou un fragment cTanticorps monoclonal ou 
1 T agent therapeutique est une molecule anti-virale. 

5 37. Composition a usage therapeutique et/ou prophylactique 
pour le traitement et/ou la prevention d' une maladie a prions, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, une drogue choisie parmi 
I'A.Z.T (Azido Deoxythymidine) , D.D.I. (DiDeoxylnosine ) . 

lo 38. Utilisation d' une composition therapeutique et/ou 
prophylactique selon 1'une quelconque des revendications 36 a 
37 pour le traitement et/ou la prevention d'une maladie a 
prions. 

If) 39. Utilisation d' une composition therapeutique et/ou 
prophylactique selon la revendication 24, pour le traitement 
et/ou la prevention d'une maladie a prions. 

40. Procede pour mettre en evidence une surexpression de la 
20 proteine PrP c ou de la proteine PrP so et la diminution d'une 
infection virale in vitro, en particulier une infection 
retrovirale par un retrovirus humain ou animal selon lequel : 

(i) on transforme une cellule avec un acide nucleique codant 
25 pour un retrovirus et un acide nucleique codant pour une PrP c 

ou PrP sc d'origine humaine ou animale, en particulier un 
plasmide, 

(ii) on realise une culture cellulaire de ladite cellule dans 
30 un milieu de culture approprie, on detecte la production de 

virions dans le surnageant de culture de ladite culture 
cellulaire et, (iii) on correle ladite production de virion 
avec une production de virion effectuee dans les memes 
conditions mais en 1 ; absence de PrP c ou PrP s '"' . 

33 
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41. Procede selon la revendication 40, dans lequel la cellule 
est notamment choisie parmi les cellules 293, les cellules 
HeLa et HeLa P4, les cellules souches hiutiaines ou animal es et 
1'acide nucleique retroviral est l'acide nucleique d'un 
retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de groupe M, de groupe 
O ou de groupe non M, non 0, le virus HIV- 2, le virus SIV, les 
virus enveloppes, tels que le virus de la rougeoie, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus. 

42. Procede de detection et/ou de quantification de 
1' expression d'une proteine PrP c ou PrP sc et de 1 ' expression 
d' au moins une proteine virale, de preference retrovirale et 
en particulier d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 
groupe M, de groupe O ou de groupe non M, non 0, le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeoie, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus, selon lequel 
on utilise au moins un premier ligand, en particulier un 
anticorps et de preference un anticorps monoclonal dirige 
contre au moins un premier epitope de ladite PrP c ou de ladite 
PrP* 1 '/ sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de l'ARN, 
de preference viral et en particulier retroviral, ou associee 
a une proteine de nucleocapside d'un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et au 
moins un deuxieme ligand, en particulier un anticorps et de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins un 
premier epitope d'une proteine virale, de preference 
retrovirale et en particulier d'un retrovirus choisi parmi les 
virus HIV-1 de groupe M, de groupe 0 ou de groupe non M, non 
0/ le virus HIV-2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, 
le virus CAEV, les virus enveloppes, tels que le virus de la 
rougeoie, les Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus. 

43. Procede selon la revendication 42, selon lequel on utilise 
un troisieme ligand, en particulier un anticorps et de 
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preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins un 
deuxieme epitope, different du premier epitope, de ladite PrP° 
ou de ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de 1 ' ADN ou 
a de l'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, 
ou associee a une proteine de nucleocapside d'un retrovirus, 
en particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, 
et/ou au moins un quatrieme ligand, en particulier un 
anticorps et de preference un anticorps monoclonal dirige 
contre au moins un deuxieme epitope, different du premier 
epitope d' une proteine virale, de preference retrovirale et en 
particulier d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 
groupe M, de groupe O ou de groupe non M, non O, le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus. 

44. Kit pour la detection et/ou la quantification de 
1 ' expression d'une proteine PrP° ou PrP sc et de 1' expression 
d' au moins une proteine virale, de preference retrovirale et 
en particulier d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 
groupe M, de groupe O ou de groupe non M, non O, le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus, comprenant au 
moins un premier ligand, en particulier un anticorps et de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins un 
premier epitope de ladite PrP c ou de ladite PrP* c , sous forme 
libre ou associee a de l'ADN ou a de 1' ARN, de preference 
viral et en particulier retroviral, ou associee a une proteine 
de* nucleocapside d'un retrovirus, en particulier la 
nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et au moins un 
deuxieme ligand, en particulier un anticorps et de preference 
un anticorps monoclonal dirige contre au moins un premier 
epitope d'une proteine virale, de preference retrovirale et en 
particulier d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de 

68 



WO 01/83747 PCT/FR01/01336 

groupe M, de groupe O ou de groupe non M, non 0/ le virus HIV- 
2, le virus SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV, 
les virus enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les 
Rhabdovirus, les Filovirus et les Paramyxovirus. 

5 

45. Kit selon la revendication 44, comprenant un troisieme 
ligand, en particulier un anticorps et de preference un 
anticorps monoclonal dirige contre au moins un deuxieme 
epitope, different du premier epitope, de ladite PrP c ou de 

10 ladite PrP sc , sous forme libre ou associee a de l'ADN ou a de 
1'ARN, de preference viral et en particulier retroviral, ou 
associee a une proteine de nucleocapside d'un retrovirus, en 
particulier la nucleocapside NCp7 du retrovirus HIV-1, et/ou 
au moins un quatrieme ligand, en particulier un anticorps et 

15 de preference un anticorps monoclonal dirige contre au moins 
un deuxieme epitope, different du premier epitope d'une 
proteine virale, de preference retrovirale et en particulier 
d'un retrovirus choisi parmi les virus HIV-1 de groupe M, de 
groupe O ou de groupe non M, non 0, le virus HIV-2, le virus 

20 SIV, le virus BIV, le virus VISNA, le virus CAEV les virus 
enveloppes, tels que le virus de la rougeole, les Rhabdovirus, 
les Filovirus et les Paramyxovirus. 
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